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En utilisant une méthode d’analyse chimico-spectrographique, 
tres sensible et trés exacte, que nous avions élaborée pour la 
recherche et le dosage des métaux alcalins [4], nous sommes arrivés 
a reconnaitre que le rubidium existe, a cdté du sodium [2] et du 
potassium, dans l’organisme de toutes les espéces végétales, plu- 
sieurs centaines, que nous avons examuinées {8}. 

Ces analyses ont montré, en outre, que les proportions du métal 
alcalin rencontrées ne dépendent pas, en quelque sorte, du hasard 
des circonstances dans lesquelles le végétal se développe, mais sont 
liées, entre autres conditions, 4 la nature de l’espéce et parfois 
méme de tout un groupe d’espéces présentant, a d’autres points 
de vue, en particulier de l’organisation, des caractéres communs. 

Ainsi, chez les Phanérogames, les Labiées et les Graminées sont 
plus pauvres en rubidium que la moyenne des espéces de cet 
embranchement, tandis que les Papilionacées et les Cruciféres sont 
plus riches. 

Il y a la une relation biochimique a laquelle on ne saurait 
attacher trop d’importance et bien propre a intéresser non seule- 
ment la Botanique systématique mais aussi |’Agriculture. Ces 
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raisons et des résultats antérieurement obtenus a propos du 
bore [4], nous ont engagés a entreprendre l'étude comparative 
de la teneur en rubidium d’un certain nombre de graines. 

Les résultats auxquels nous sommes piarvenus ont élé atteints en 
deux étapes ayant fait chacune l’objet d’un exposé succinct a 
Académie des Sciences [5]. 

Dans la premiére ¢tape, qui ne correspondait en quelque sorte 
qu’a une prospection dont nous n’attendions, en plus de certaines 
précisions quantitatives, que la preuve de l’existence du rubidium 
dans la généralité des organes de reproduction et de dispersion 
des plantes phanérogames, nous avons opéré sur un lot de 40 
4 50 graines rassemblées, non strictement d’aprés un choix établi 
d’avance mais plutét, selon les rencontres faites au cours des 
excursions, complétées au mieux en recourant 4 des collections 
qualifiées (Muséum d’Histoire naturelle, Faculté de Pharmacie, 
Laboratoire des Oléagineux de l’I. N. R. A. et, pour les céréales, 
& une maison bien connue pour la qualité de ses semences). 

Les résultats obtenus n’ont pas seulement répondu a notre 
attente, ils ont fait apparaitre parmi les graines une répartition 
du rubidium analogue a celle que nous avons rencontrée parmi 
les plantes. Afin d’avoir une confirmation et, en méme temps, 
une appréciation plus précise de ce fait, nous avons décidé 
d’étendre nos recherches. Nous avons alors, usant des mémes 
moyens que précédemment, réuni un second lot de graines, mais 
comprenant des Labiées, dont nous n’avions analysé aucun 
échantillon, et formant, associé au premier, un ensemble dans 
lequel, en dehors de quelques graines exotiques, la diversité et 
la proportion des espéces représentées se rapprochent aussi bien 
que possible de celles des plantes phanérogames que |’on ren- 
contre le plus souvent dans les excursions. Ce sont, en défi- 
nitive, les recherches effectuées sur cet ensemble de graines, au 
sens Jarge du mot, qui forment l’objet du présent mémoire. 

La récolle des graines et leur préparation pour les analyses 
demandent beaucoup plus de temps que celles des plantes 
a lage, pourtant limité, de Ja floraison. L’expérience nous 
a enseigné qu’il faut disposer d’environ 5 g de graines pour 
réaliser commodément le dosage du rubidium, alors que 1 ou 
2 g de plantes séchées suffisent pour atteindre ce résultat. En 
majorité, chez les espéces végétales, un seul individu fournit le 
poids de matiére séche indiqué, tandis qu’il est rare de ren- 
contrer, méme sur des espéces de grande taille, 5 g de graines. 
Pis encore, certaines espéces, apparemment en bon état de santé, 
fleurissent, mais ne laissent que trés peu ou, pour ainsi dire, 
pas de graines: cela a été le cas, en cette année 1951, pour la 
Germandrée des bois et la Balotte noire de diverses localités ; 
il a fallu plusieurs excursions pour rencontrer des stations, 
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dailleurs trés localisées, de ces plantes et recueillir enfin assez 
de leurs graines. Le Lamier blanc, rencontré en abondance, n’a 
permis d’extraire qu’une fois le poids modique de 3 dg de 
graines, a partir d’une récolte de 1 kg de tiges de bel aspect, 
encore chargées de fleurs, mais dont les calices étaient presque 
tous devenus stériles. 

Une fois séparées des plantes qui les ont produites, les graines 
doivent étre trés soigneusement triées, séparées d’abord a l’aide 
de tamis calibrés, puis au doigt, une par une, sur une feuille 
de papier blanc, de tous les corps étrangers : débris de plantes, 
petits animaux, graines en mauvais état ou d'autres espéces, 
substances minérales, etc. [La réussite de cette préparation des 
graines n’est pas toujours réalisable : dans le cas de ]’Origan, 
dont les graines sont trés petites, on a abouti, aprés le passage 
aux tamis, 4 un mélange de graines et de grains de sable ayant 
les. mémes dimensions et dont le triage au doigt aurait demandé 
un si long temps qu’il a fallu renoncer a s’en servir. On pou- 
yait songer & employer un liquide de densité intermédiaire entre 
celles du sable et de la graine et dépourvu en méme temps de 
toute action dissolvante sur cette derniére, mais ne connaissant 
pas 4 ce moment un tel liquide, on a finalement renoncé a |’échan- 
tillon extrait, cependant a grand’peine, de |’Origan. 

Pour rendre moins difficile la réunion des échantillons néces- 
saires 4 nos recherches, nous avons choisi de préférence des 
graines facilement isolables, comme celles du Pavot, de la Mou- 
tarde, du Genét; mais nous n’avons pas hésité, dans certains 
cas, a recourir au scalpel et a la pince, en particulier pour les 
caryopses de quelques Graminées : Agropyrum, Brachypodium, 
Bromus et Lolium, fortement enserrées par les glumes. 

Nous avons méme, dans le cas des Ombelliféres : Cerfeuil, 
Persil, Anis vert et Cigué, simplement utilisé, aprés triage, des 
productions fournies par une bonne maison de commerce sous 
le nom de « graines », mais qui sont, comme on sait, des 
« akénes » dont les graines ne peuvent étre pratiquement 
séparées [6]. 

Au total, 93 échantillons de graines provenant de 88 espéces 
différentes ont été réunis. Parmi ces échantillons s’en trouvaient 
2 de Giroflée jaune, de Germandrée des bois et de Lentille, et 
3 de Vigne de variétés culturales différentes. Suivant la compo- 
sition du milieu nutritif et les circonstances climatiques, suivant 
aussi le degré d’adaptabilité des plantes considérées, une méme 
espéce peut varier plus ou moins dans sa composition chimique 
élémentaire, de sorte que plusieurs individus d’une méme 
espéce, récoltés cependant au méme Age physiologique, en divers 
lieux, peuvent contenir, par exemple, des proportions différentes 
de rubidium [7]. Nous avons tenu compte de ces faits dans 
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TABLEAU I. 
TT LE OIE 


RUBIDIUM 


NOMS DES ESPECES en mg/kg sec 
G)Seigle (Secale cerealetL: aa sn 0,60 
Dattier (Phoniacsdacty lt ercal. :-l mcm Ce eC ie ae 1,00 
Q\iebunaire (Lijec) nd las) ey ee eo) ean a 4,34 
(Gi Avoine (Avera sa civ cela. \mt mre et na Reenter eee teretan: 1,50 
Carotte; (Dawcusncarotae Unt su suena raat eee ee 1,66 
C) Moutarde noire (Sinapis nigra (L.).......-+.... 4,78 
(GYNBromus secalinusmis tame tans) eee Pe le Me or Wi 2,03 
Sésame (Sesamum indicum D.C.)..... . jeer heave. ceed 2,10 
L) Petit chéne (Teucrium chameadris L.). ..... . Torn a 220 
G) Froment (Tritucum sativum (Lam.) . . ie Cae 2,30 
Jacinthe des bois (Endymion nulans Dumort). hi eee 2,30 
Grand Soleil (Helianthus annuus L.)........... 2,50 
Vigne (Vilis vinifera L. 4 grains blancs, 1,24). ..... <i) 2.80) 
Vigne (Vitis vinifera L. & grains rouges, 2,78 et 3,61) . . .§ g 
lind (anima seralissinti nial celts, i 2,63 
Hellébore fétide (Helleborus fatidus L.). . . . 6. . San 2,70 
(L)) Herbevaux chats (Nepetancatarian Ea) mest) 6 etree oe mene 2,80 
Ricin |(Rzeznusicomsn mt sls.) mem a aie-aenin tnt a 3,10 
(Gig lvnare (Lolium stemiulenitini sia) teeicenire cee  ere ) 3,13 
CGE Maise(Z eo m7) Slt) east eee eee an -) Buk Picne 3,20 
Oranger (Citrus Aurantium Risso)... ... 2.2.2.5. 3,24 
(C) Giroflée jaune (Cheiranthus Cheiri L.), 2,50, 4,05 . 3,28 
(L) Germandrée des bois (Teucrium scorodonia (L.), 3, 20, 3 65. 3,43 
(L) Bétoine (Betonica officinalis L.)........+...-.. 3,50 
Pommiuen(Malusreomim its, OlNs) mao seis ee ae eee Sle 
(LyeBasiicn(QernunesBaselicrci lien scetcn een on on tae nnn 3,90 
(L) Mélisse officinale (Melissa of fiicinalis Ly eo See 4,40 
(CipChoux(Brassicaolenmeecm 7a were wee ict para tote eee ms : 4,50 
Cigué aquatique (Cieula virosa (L.). . 2. 2... are 4,58 
Pomme épineuse (Datura stramonium L.)......... 4, 6A 
(P)eArachide (Arachis hy pog@aals)).t-. ss teh catsuaneene Tamme (cane 4,72 
(BymBevier (Wizcta Hab cal, se) saree cans tet uate anata, We 5,00 
(G\ Riza (Oryza saliva li.\ men esas tee eel tele ues tet nme ee oun 5,10 
Herbe aux puces (Plantago POS OU OVEN ois a Be Pes Go 5,19 
(L) Sauge glutineuse (Salvia glutinosa L.) . by wats 5,20 
(Rye Vescer (Vicia: Cnacca eli) nee ees eee ne 5,45 
(G) Brachypodium pinnatum P. Beauv.) ......... Saal 560 
(G)eOrgexcarre\(Hordeumyoulgarenlia\ ase en eee 5, 84 
(Die Astrasale (Astin mus. CLCe7 an) mas. mccue- ames anes 5,90 
(L) Lavande officinale (Lavandula vera D.C.)... ..... 6,00 
(P) Minette lupuline (Medicago lupulina L.)......... 6,00 
Bouillon blanc (Verbascum thapsus L.). . . . . . hue aks 6,00 
Compagnon blanc (Melandrium album Miller). ..... . 6,00 
(G) Agropyrum elongatum P.Beauv. .... Saath Mab eerie ae 6,34 
(G)eMilxeulltives(Pantewimumiltac eis \s)\ime sateen ieee 6,40 
(P) Tréfle incarnat (Trifolium incarnatum L.) ... . ; 6,70 
(P) Mélilot officinal (Melilotws arvensis Wallr.). ....... 6,70 
(G)PAlliaire(SisymibnzumealliianiaaScops) mes aeemnen eee 6,90 
(PB) eRoiss(Bistinycsalcor teas) eee ee er er ere Test 
Cerfeuil (Anthriscus cerefolium Ln). 2.) ee 7,30 
(L) Ortie puante (Stachys silvatica L.)....... rh ru a: toot 
Digitale pourpre (Digitalis purpurea L.)......... 7,50 
(L) Marrube (Marrubium vulgare L.). ..........< 7,80 
Cévadille (Veratrum officinale Schlecht). ........ 8,00 
(lL) Ballottemoire((Batlotamiqnasls\een ae er 8,40 
(P)iTicetlesblanc (irefoliuiny repersa ls, memento ee 8,60 
(L) Cardiaque (Leonorus cardiaca\,.)........... Ae 8,70 
Pavot(Papaverisomnutentiialin para ame 9,10 
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NOMS DES ESPECES SUED 
en mg/kg sec 
QG) Alpiste (Phalaris cangrienstsL.).«.. 2... 1 9,50 
(Ey Rorsichiche(Cecermlarieteniuny Ui.) cas Go oe 9,80 
Centaurée jaune (Chlora perfoliata L.). .... 2... 9,90 
(P) Lentille d’Auvergne et L. commune (Ervum Lens L.), 13,60, 4,30. 40,05 
Persil (Petroselinum hortense Hoffm.)........... 40,10 
ADISEVELER (Dani pinella anisuim la.)y shoe eels 3s 10,25 
(P) Soja [& grains blancs] (Glycine hispida Ménch)...... 10.70 
TbOTOS NG). COTO DIS UC) \e Bd -o @ lob aia 600 so cae omen di 90 
(P) Genét & balais (Sarothumnus scoparius Koch). ..... . 13,60 
Courge(Cucunbita maxima Duch.).. ~.......... 14,60 
(L) Sauge officinale (Salvia officinalis L.). ... 2... 1... 44,70 
(Piivsope (iassopusiofpccnalis Ue) 2 2 » =. oo ee 15,0 
Badianen(iuscentnrantsatuniels.\yourth <)cmey se) ee) anise Cees 15,20 
Colehiques(Colchicumiautumnale L). .: 0.405 2. Ss 15,40 
(CeMoutarde blanche (Sinapis alba Wy. 95s a).8s ns oe A550 
Plantain d’eau (Alisma plantago L.) ...... Ss BE 45,90 
(C) Cameline (Camelina sata L.)...... Le 16,20 
(C) Cresson alénois (Lepidium sativum L.)....... one 46,60 
(ENpnaricot (Phaseolus vulgarts Us) 08. 2. ee. sa 17,30 
Guanana (Paulinia cupang, Kunth) = .-...)i 4... - 17,70 
Belladone (Atropa belladona ll.) ... .....5:5.% 5 17,80 
Iris jaune (Iris pseudo-acorus L.). ......... jee 17,90 
@acadoyer (heovromaxcacaoils)). . 2 lt. = lhe eee 18,40 
(OymRiadisn(hophanasmsa tious Wa.\ae set cee ace) ee ear | 19,10 
Sarrazin (Polygonum fagopyrum L.)....... od eee 24,10 
(G) Millet des oiseaux (Setaria italica P. Beauv.). ...... 23,10 
(C) Colza (Brassica napus L. var. oleifera D.C). ..... 29,80 
Gentiane jaune (Genltana lutea L.). ....... ae es 30,80 
(Bisiipini jaunen(Lupinus luteus Wins . . es Snes 32,40 
Colatier (Sferculia acuminata Palis.).......... 32.50 
Caféier du Brésil (Coffea liberica Bull). ....... .- ai 43,70 


Vexposé de nos résultats en ne rapportant a une espéce, lorsque 
Voceasion s’est présentée, que la moyenne des chiffres trouvés 
dans l’analyse de divers échantillons de cette espéce. 

Voici, présentés d’aprés la teneur croissante exprimée en 
milligrammes de rubidium par kilogramme de graines séchées 
a + 110°, les résultats que nous avons obtenus. Pour faciliter 
l’examen de ceux-ci, les noms des espéces qui appartiennent aux 
familles des Cruciféres, des Papilionacées, des Labiées et des 
Graminées sont mis respectivement en évidence par l’adjonction 
des signes : (C), (P), (L) et (G) [tableau I]. 

Un premier regard jeté sur ce tableau montre, comme il était 
logique de le prévoir, que toules les graines renferment du rubi- 
dium. Parmi elles, 47 appartiennent a des espéces que nous 
n’avions pas encore analysées. Les résultats obtenus avec ces 
espéces peuvent étre considérés comme des confirmations nou- 
velles de la présence générale du rubidium chez les représentants 
du régne végétal. 

Les proportions du meétal alcalin varient d’environ 1 mg 
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(0,6 dans le Seigle, 1,0 dans le Dattier) 4 46,7 (dans le Caféier) 
par kilogramme de matiére séche. 

Ces proportions sont, d’une maniére générale, netlement plus 
petites que dans les plantes d’ow proviennent les graines. 

Nous avions trouvé, en effet, dans la partie aérienne des 
plantes, depuis 1 a 2 mg de rubidium jusqu’a plus de 120 mg 
par kilogramme de poids sec, soit une teneur moyenne voisine 
de 18 mg par kilogramme sec; or, cette teneur moyenne n'est 
plus que de 9,4 mg, soit environ la moitié dans les graines. 

En éfudiant la répartition du rubidium chez les plantes, nous 
étions arrivés a reconnaitre, comme nous l’avons rappelé au 
début de ce mémoire, l’existence de relations manifestes entre la 
teneur en métal alcalin de certaines espéces ou de familles végé- 
tales et la place qu’elles occupent dans la classification systé- 
matique. Ainsi, chez les Phanérogames, la teneur moyenne, basée 
sur plusieurs centaines d’analyses, étant voisine de 18 mg par 
kilogramme sec, i] en était & peu prés de méme dans le grand 
groupe des Synanthérées; la teneur moyenne 8’était élevée 
a 23,5 mg chez les Cruciféres et 4 16,5 chez les Papilionacées 
el abaissée, par contre, A 12 et a 18 mg chez les Labiées et chez 
les Graminées, pour ne citer que des familles particuliérement 
remarquables 4 la fois par le nombre de leurs représentants et 
par leur importance utilitaire [8]. 


En examinant aujourd’hui l’ensemble des résultats obtenus 
avec les graines, on arrive, en tenant un compte particulier de 
celles qui appartiennent aux familles des Cruciféres, des Papi- 
lionacées, des Labiées et des Graminées, au tableau récapitulatif 
suivant : 


TasLeau II. 


NOMBRE NOMBRE TENECR 
: ane ian ak : moyenne 
GROUPES VEGETAUX CONSIDERES déchantillons des espéces en rubidium 
analysés correspondantes | ,PaF espece 
2 pondantes (mg/kg sec) 


ee 


Cruciféres ees tree 10 44,10 
Rapillonaccesseecn emai i eee 5 45 10,00 
Wa DIGOS: 25 oe Pots aris ens cee ee 5 44 6,67 
Gramin6esioan: on Pee Cle é 43 DD 
Autres families ire aur ee ane 3¢ 36 10,86 


Totalité des phanérogames étudiées 88 9,36 


L’analogie de répartition du rubidium parmi les graines avec 
celle de ce métal parmi les plantes qui les produisent est frap- 
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pante (1). Les relations entre la composition chimique élémentaire 
et l’organisation qui se manifestent au cours du développement 
des espéces végétales se transmettent, en se contractant dans une 
certaine mesure, aux organes de reproduction et de diffusion de 
ces espéces. 

Les résultats de ce mémoire et les notions de Biochimie com- 
parée qu’ils mettent en évidence rappellent de trés prés ceux qui 
ont été publiés au sujet du bore [9]. On peut donc admettre que 
des relations quantitatives trés voisines existent pour l’élément 
électropositif et pour l’élément électronégatif quant a leur mode 
de répartition dans les espéces végétales. 


(1) La différence entre la teneur moyenne en rubidium des graines 
des Graminées et celle de l’ensemble des Phanérogames est si marquée 
que la rencontre, dans Setaria italica, d’une teneur exceptionnellement 
élevée pour une Graminée, n’a pas suffi A masquer le caractére vrai- 
ment typique de faible teneur en rubidium de la famille 4 laquelle 
cette plante appartient. 
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RECHERCHES 
SUR LE METHANOL CONTENU DANS LE VIN 


par G. BERTRAND et L. SILBERSTEIN. 


(Institut Pasteur.) 


En vue d’expertises en matiére de fraudes, un certain nombre 
de travaux ont été entrepris au cours de ce dernier demi-siécle 
sur la présence possible du méthanol ou alcool] méthylique dans 
les eaux-de-vie et les alcools de bouche ou de fermentations 
industrielles. Aprés avoir admis que ces liquides ne renfermaient 
pas de méthanol, on a réussi 4 en déceler dans l’un,d’eux, puis 
a en prouver aussi l’existence dans la presque totalité des autres. 
Par voie de conséquence, on a cherché ensuite le méthanol dans 
les vins et dans les jus fermentés de divers fruits. Les résultats 
obtenus furent d’abord trés contradictoires, mais, avec le perfec- 
tionnement des modes de travail, les discordances s’amenuisérent 
et, finalement, en recourant & des méthodes longues et délicates, 
qui ne sont plus des méthodes d’analyses courantes mais des 
méthodes de recherches scientifiques, Th. von Fellenberg en 
Suisse [4] et Michel Flanzy en France [2] ont donné des preuves 
concluantes de la présence de petites quantités de méthanol dans 
les vins. 

Ce dernier auteur s’est préoccupé, en outre, de déterminer les 
proportions de méthanol dans des vins provenant de diverses 
régions du territoire ou préparés de maniéres différentes ; il en 
a trouvé de 55 a 140 mg par litre. Mais, étant donné la méthode 
a laquelle il a dda recourir, iJ est prudent de considérer ses 
chiffres, d’ailleurs nombreux et déja trés intéressants, comme 
n’ayant que la valeur d’une premiére approximation. 

Ayant mis au point une méthode de microdosage qui permet 
de reconnaitre et de doser avec une grande exactitude de trés 
petites quantités de méthanol en présence d’alcool ordinaire [8], 
nous avons eu l’idée de l’appliquer au vin avec l’espoir non 
seulement d’apporter un argument de décision a l’égard des 
travaux sur la présence du méthanol, mais de déterminer avec 
la précision nécessaire les quantités de cet alcool que l’on peut 
rencontrer selon l’origine et le mode de fabrication des vins. 

Voici tout d’abord les conditions particuliéres dans lesquelles 
nous avons appliqué cette méthode a l’analyse des vins. 
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On sépare une premiére fois l’alcool ou plutot le mélange 
présumé d’alcools éthylique et méthylique contenus dans le vin, 
en distillant 10 cm* exactement mesurés de ce liquide avec neuf 
fois son volume d’eau et 0,2 cm® de lessive de soude a 36° Bé. 
On se sert, pour cette opération, d’un appareil trés simple, formé 
d’un ballon d’environ 125 cm* surmonté d’une petite colonne 
de Vigreux et continué par un réfrigérant a tube étroit, bien 
refroidi. On recueille 60 cm* de liquide que l’on redistille en 
se servant, cette fois, d’un ballon de seulement 90 cm’. On 
recueille juste 25 cm® de distillat qui renferment la totalité des 
deux alcools considérés. 

Pour faciliter la récolte exacte des 25 cm* du second distillat, 
on place la petite fiole jaugée dans un récipient cylindrique de 
verre de 1/2 4 11 de capacité, rempli d’eau et de morceaux de 
glace. Ce récipient est soutenu a une certaine hauteur au-dessus 
de la table par une pile de cales en bois, découpées dans une 
planchette d’environ 1 cm d’épaisseur. Au commencement de la 
distillation, la pile est assez haute pour que l’extrémité du tube 
condensateur affleure presque le fond de la fiole ot se rassemble 
le distillat. Au fur et a mesure de ]’augmentation de volume de 
celui-ci, on enléve des cales de maniére que le récipient cylin- 
drique et la fiole descendent et que l’extrémité terminale du 
réfrigérant ne cesse d’étre a une faible distance au-dessus de la 
surface du liquide condensé. On arréte la distillation lorsqu’il 
ne sen faut plus que de 1/2 ou de 1/4 de centimétre cube pour 
atteindre le trait de jauge. On lave alors l’extrémité du tube 
réfrigérant avec un peu d’eau distillée, qui sert a remplir jusqu’au 
trait. On bouche et agite la fiole ; elle renferme alors, dans 25 cm*, 
la totalité des deux alcools qui se trouvait dans les 10 cm*® de 
vin de la prise d’essai. 

Il faut savoir ce qu’il y a d’éthanol dans une solution alcoolique 
pour y reconnaitre et y doser le méthanol avec le maximum de 
précision. On détermine donc d’abord, dans 0,1 cm* ou 0,2 em? 
du second distillat, la quantité d’éthanol présente a l'aide de 
acide chromique [4], puis, dans une autre prise d’essai de méme 
volume, on dose le méthanol par l’acide permanganique et le 
réactif de Schiff, en suivant les indications que nous avons 
publiées antérieurement pour le microdosage du méthanol seul [5], 
mais en opérant comme il va suivre a cause de la présence de 
’éthanol. 

Observons tout d’abord que lorsqu’on traite une solution mixte 
d’éthanol et de méthanol par l’acide permanganique, |’action du 
réactif porte a la fois sur les deux alcools, de sorte que plus il 
y a du premier par rapport.au second, plus il y a d’acide perman- 
ganique détruit par |’éthanol et moins il en reste pour oxyder le 
méthanol. La conversion du méthanol en aldéhyde formique est 
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donc ralentie et, dans les conditions de l’expérience, s’éloigne 
de plus en plus d’étre totale. Heureusement pour le succés de 
ia méthode de dosage que l’éthanol s’oxyde beaucoup moins 
facilement que le méthanol : par exemple, en opérant l’oxydation 
permanganique et la réaction de Schiff sur 0,1 mg de méthanol, 
on peut doser celui-ci en présence de dix a cinquante fois plus 
d’éthanol a environ 2 p. 100 prés; en présence de deux cents fois 
plus d’éthanol, le degré d’approximation tombe a 50 p. 100. 

Lorsqu’il s’agit d’analyses de vins, il n’y a jamais de quantités 
' de méthanol aussi élevées, mais seulement quelques milliémes de 
milligramme. Dans les conditions expérimentales que nous avons 
fixées, l’influence dépressive de l’alcool éthylique ne se fait 
pratiquement plus sentir et l’on parvient a doser le méthanol 
a environ 2 p. 100 prés. 

Il faut retenir, enfin, que la coloration finale obtenue avec le 
réactif de Schiff ne résulte pas seulement du méthanol présent 
dans le distillat, mais, pour une trés petite partie, de l’oxydation 
de son homologue supérieur. On doit donc déduire du _ chiffre 
obtenu pour le mélange méthanol-éthanol celui correspondant 
a l’éthanol seul. 

Voici, dés lors, ce que devient le mode opératoire. Utilisant 
de l’éthanol pur, obtenu a partir du sulfovinate de sodium (1), 
on en prend une quantité égale a celle dosée par Ja méthode 
a lacide chromique dans la prise d’essai du distillat 4 analyser 
et lon poursuit l’opération comme pour le dosage du méthanol. 
La différence entre le chiffre ainsi trouvé et celui provenant de 
analyse du distillat représente la quantité de méthano] qui est 
imputable au vin (2). 

I] est évident qu’au point de vue de la précision scientifique on 
ne pouvait entreprendre le travail que nous présentons ici qu’a 
la condition d’opérer sur des échantillons de vins purs, d’origine 
certaine, et non sur des produits commerciaux, faciles a se 
procurer, pouvant étre d’excellente qualité, mais dont on ne 
connait pas l’histoire avec certitude. Nous avons done di recourir 
directement ou par relations A des personnes en situation de nous 
procurer les échantillons nécessaires. 

Grace au bienveillant concours de M. Albert Demolon, Inspec- 
teur général de I’Agriculture, de M. Genevois, Professeur de 


(1) Dont le mode de préparation est indiqué dans: G. Berrranp et 
L. Smuperstein, C. R. Acad. Sci., 1948, 227, 245. 

(2) La valeur des divisions de l’électrophotométre, dépendant A la 
fois de l’appareil, de la cuve et du liquide qu’on y examine, s’établit 
en partant de méthanol pur et sans oublier de déduire la déviation 
que donne, dans une expérience a blanc, la série des réactifs avec l’eau 
distillée seule. 
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Chimie agricole & la Faculté des Sciences de Bordeaux, de 
M. Boischot, Directeur de la Station agronomique de Versailles, 
de M. Brémond, Professeur a l'Institut agricole d’Algérie, de 
M. Bordas, Directeur de la Station de Recherches agronomiques 
d’Avignon, de M. Ferré, Directeur de la Station cenologique de 
Bone, de M. Engel, chargé du Cours d’OEnologie a la Faculté 
des Sciences de Dijon, et, enfin, des viticulteurs qui ont bien 
voulu s’intéresser 4 nos recherches et mettre a notre disposition 
les matériaux d’études indispensables — ce dont nous sommes 
heureux de les remercier ici —, nous avons réuni une série d’une 
vingtaine de vins dans lesquels nous avons dosé le méthanol (8). 
Les résultats que nous avons obtenus, et qui ont fait en 1949 
Yobjet d’une note a l’Académie des Sciences [6], nous ont paru 
assez intéressants et méme, ajouterons-nous, assez curieux pour 
que nous ayons cru devoir les étendre a d’autres échantillons et 
acquérir ainsi la confirmation, s’il y avait lieu, que nous étions 
en face de faits normaux et non de coincidences dues a la compa- 
raison d’un nombre trop limité de vins. 

Nous avons, en conséquence, rassemblé une nouvelle série 
d’échantillons. M. Margais, Professeur de Viticulture a I’Institut 
National agronomique, M. Marocke, Directeur du Centre de 
Recherches agronomiques d’Alsace et M. le baron Ricasoh, 
propriétaire des vignobles. de Chianti — que nous remercions 
trés vivement — nous ont généreusement mis en mesure d’ana- 
lyser non seulement une nouvelle série de vins frangais, parmi 
lesquels plusieurs échantillons de vins alsaciens, mais, en 
outre, un échantillon de vin du Chili et trois de provenance 
italienne. 

La tableau I rassemble, intercalés les uns avec les autres, tous 
les résultats que nous avons obtenus au cours de ces recherches. 
Les vins y sont présentés d’aprés leur origine géographique, avec 
les quelques renseignements : variété du raisin utilisé, année de 
la préparation, etc., qui ont accompagné leur envoi au laboratoire. 
Les proportions d’alcoo] éthylique sont exprimées en grammes 
par litre et celles de l’alcool méthylique, beaucoup plus faibles, 
en milligrammes. 

Les résultats de ce tableau, atteints avec une méthode plus 
précise que celles dont on avait dai se servir antérieurement, 
apportent une confirmation qualitative des travaux que nous avons 
rappelés et fournissent, en outre, des éléments d’appréciation 
quantitative certainement plus proches de la réalité que ceux 
dont on devait se contenter jusqu’ici. 

D’aprés nos chiffres, la teneur en méthanol des vins que nous 


(3) Ce sont les mémes vins dans lesquels l’un de nous, en colla- 
boration avec D. Bertrand, a trouvé et dosé le rubidium. 
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TABLEAU I. 


METHANOL 


NOMS DES VINS 


(g/) 


COULEUR 
des vins 
ETHANOL 
p. 100 
d'éthanol 


Vins de Bourgogne. 


Clos de Vougeot 1944 90,6 
Clos de Vougeot 1946 96,8 
Volnay .| 415,6 
Beaujolais . | 100,0 
Beaune, Clos des Avaurs (Pinot fin) 1945. .. . .| 4106,3 
Pouilly Fuissé (Pinot Chardonnay)....... . | 106,3 
Laboratoire de Viticulture (Pouilly) . . anc. | 100,0 


coococoo 
Re Sa) sbi SAS) Noni oe 
PORE EEE 
CoeCNwoOon~ 


Vins de Bordeaux. 


Pauillac (Médoc) 

Chateau Canon (Saint-Emilion) 
Cru des Conseillans 

Graves (Semillon) 


Champagne champagnisé 93,7 


38 
Sec, Perrier-Jouét (Pinot) Be e00:.0 


56 


Champagne brut ‘ : 037 38 


Vin de la Loire. 


Sancerre (Sauvignon « Clos Paradis ») 1949 


Vins d’ Anjou. 


Cru de la Grée 
Cru les Fougerays 
Cru la Rousselle 
Cru Sicot 


Rosé. 
Cornas, Ardéche(Syralii49420 ta ene Bone 
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METHANOL 


NOMS DES VINS 


COULEUR 

des vins 

ETHANOL 
(g/)) 


Vins d’ Alsace. 


Sylvaner 

Traminer Bergheim 1950 

Traminer Ribeauvillé 1950 

Pinot gris, vinifié en blanc, Bergheim 1950 
Pinot noir, vinifié en rosé, Bergheim 41950. . . 


Vins d' Algérie. 


Commune de Marguerite 
Commune d’Ain-el-Hadjar 
Commune de Lodi 


Arbia (Chianti) 1950 
Brolio (Chianti) 1950 
Meleto (Chianti) 195u 


Cabernet. Casablanca 1949 


avons étudiés s’étend de 38 4 200 mg par htre et, si l’on rapporte 
le poids de cet alcool a celui de l’alcool ordinaire qu’il accom- 
pagne dans les mémes vins, on calcule qu’il y a environ 40 
i 250 mg du: premier pour 100 g du second. 

Ces conclusions ne sont pas les seules que l’on puisse tirer de 
l’examen du tableau. Malegré la grande irrégularité que présente 
tout d’abord la répartition quantitative du méthanol parmi les 
vins, on ne tarde pas, en effet, & entrevoir une relation entre la 
teneur en méthanol et la couleur des vins. Nous avions pensé, 
lorsque cette curieuse relation nous est apparue, qu'elle était 
attribuable 4 une simple coincidence, mais l’analyse d’un plus 
grand nombre de vins a montré que cette relation dépend au 
contraire d’une différence le plus souvent trés marquée entre la 
composition chimique des vins blancs et celle des vins rouges. 

En rangeant les résultats de nos analyses dans l’ordre croissant 
de la teneur en méthanol et en disposant, d’autre part, les noms 
des vins correspondants en trois colonnes paralleles, selon leur 
couleur : les blancs, les rosés et les rouges, on fait trés bien 
ressortir la relation qui existe entre ces deux caracteres. 

On voit nettement que les vins blancs sont compris dans la 
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Tasieau II. 


= METHANOL 
VINS BLANCS VINS ROSES VINS ROUGES ung/!) 


38 
38 
38 
38 
38 
AA 
50 
53 
56 
56 
Pinot noir 62 
63 
63 


Champagne brut 
Champagne champagnisé . 
Anjou, la Grée 

Anjou, les Fougerays. . . 
Anjou, la Rousselle.... 
Traminer Bergheim... . 
Pouilly-Fuissé 

Sylvaner 

Champagne 

Traminer Ribeauvillé . . . 


Anjou, Sicot 
Gaillac 


Arbia - 


Algérie-Ain-Hadj. . 88 
Clos-Vougeot 1944 400 


Pinot gris 


Beaujolaisa assem wean 100 
Chiroubles 100 
Laboratoire de Viticulture. 103 
Graves (Semillon) 109 
Clos-Vougeot 1946 113 
Chateauneuf-du-Pape .. . 113 


Sancerre 414 
425 


, 425 
Algérie-Lodi 138 
Saint-Emilion .... 138 
Conseillans 438 
Cabernet 444 
Pauillac (Médoc) .. . 150 
Chateauneuf-du-Pape . 156 
Meleto 163 
475 
475 
Volnay 1947 188 
Algérie- -Marguerite . . 488 
Brolio 200 


partie la plus pauvre en méthanol (de 38 A 114 mg par litre) et 
presque tous les vins rouges dans la partie la plus riche (de 125 
a 200 mg). Deux vins rouges seulement (Beaujolais et Chiroubles) 
ne renferment que 100 mg de méthanol par lire. 

Des trois vins rosés, l’un, le Pinot dit noir d’Alsace, d’une 
couleur rose pale et qui pourrait étre placé parmi les vins blancs, 
ne contient que 62 mg de méthanol, tandis que les deux autres 
occupent la partie moyenne avec 80 et 125 mg. 

Ces différences de composition quantitative des vins suggérent 
quelques réflexions. Au point de vue organoleptique, on peut 
observer que le méthanol et l’alcool éthylique se ressemblent 
beaucoup par ]’odeur et la saveur mais que leurs dérivés, et en 
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particulier leurs esters, comme il s’en forme dans les vins avec 
le temps, se distinguent bien davantage. Il est donc admissible 
que les proportions de méthanol interviennent d’une facon appré- 
cilable et caractéristique dans la production du bouquet des vins. 

A un point de vue physiologique plus général, il est a retenir 
que le méthanol se comporte d'une maniére trés différente de 
Valcool ordinaire. Le Bacterium aceti, la bactérie du sorbose et 
nombre de ferments oxydants qui transforment avec facilité 
l’éthanol en acide acétique sont sans action sur le méthanol. 
L’organisme humain ne parait guére plus apte a assimiler le 
méthanol*: en petites quantités, il -le supporte et |’¢limine, au 
moins en partie, par l’urine ; en quantités plus grandes, il est 
intoxiqué. On connait de nombreux cas d’empoisonnements 
graves et méme mortels par des spiritueux dans lesquels on avait 
introduit de l’alcool méthylique en place d’alcool ordinaire. 

Une alimentation végétale peut fournir a l’organisme de petites 
quantités de méthanol au cours d’un repas, mais engagé dans 
des combinaisons plus ou moins complexes d’ow la digestion le 
libére au fur et a mesure du chemin parcouru dans le tube 
intestinal. De sorte que sa concentration dans le sang reste trés 
faible. L’ingestion du vin, dans lequel le méthanol est libre, peut, 
au contraire, porter un moment la concentration du liquide 
sanguin 4 un taux supérieur au seuil de la tolérance. Et cette 
cause de trouble physiologique est susceptible d’apparaitre, toutes 
autres circonstances étant égales, avec des volumes de vin inver- 
sement proportionnels a leur teneur, soit, au moins d’aprés les 
analyses mentionnées plus haut, dans le rapport de 5 a 1, et il 
est possible que ce rapport apparaisse encore plus élevé quand 
on soumettra a4 l’analyse un plus grand nombre de vins. 

En résumé, grace a une microméthode d’analyse relativement 
simple et cependant trés précise, 11 nous a été possible de démon- 
trer la présence d’une petite proportion de méthanol ou d’alcool 
méthylique dans tous les vins frangais et étrangers que nous avons 
analysés. Cette proportion a varié, suivant les vins, de 38 a 200 mg 
par litre. Ce sont, en général, les vins blancs qui contiennent le 
moins de méthanol et les vins rouges qui en renferment le plus. 
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L'INDUCTION DU DEVELOPPEMENT DU PROPHAGE 
PAR LES SUBSTANCES REDUCTRICES (’) 


par A. LWOFF et L. SIMINOVITCH. 


(Institut Pasteur. 
Service de Physiologie microbtenne.) 


INTRODUCTION. 


L’étude de la cinétique de la libération des bactériophages au 
cours de la croissance de la souche lysogéne de Bacillus mega- 
therium 899 avait conduit a la conclusion que le développement 
des probactériophages en bactériophages était sous la dépen- 
dance de modifications du métabolisme bactérien [4]. On avait 
soupconné une intervention possible du _ potentiel d’oxydo- 
réduction du milieu dans le phénoméne, mais les _ tentatives 
(induction par le glutathion réduit et acide L-ascorbique avaient 
échoué. On comprendra les raisons de ces insuccés lorsque auront 
été définies les conditions de l’activité inductrice des réducteurs. 

Nous avions cependant montré que les rayons U. V. et X sont 
inducteurs [2]. On connait l’inactivation des enzymes & — SH 
par les rayons X [8]; et au cours d’une discussion sur le méca- 
nisme de l’action des radiations, J. Loiseleur attira notre attention 
sur la suppression de l’effet létal des rayons X, sur le Rat, par 
les substances réductrices. Celles-ci supprimeraient-elles l’effet 
inducteur du rayonnement? Il convenait, tout d’abord, d’exa- 
miner |’effet des substances réductrices sur des bactéries normales, 
non irradiées. 

C’est ainsi que nous réussimes 4a mettre en évidence l’action 
inductrice de l’acide thiomalique dans un certain milieu a base 
d’extrait de levure. 

D’autres substances réductrices se révélérent actives et les 
résultats de quelque 200 expériences furent exposés dans une 
note préliminaire [4]. Nous continuions cependant nos recherches. 
Un beau jour, notre stock d’extrait de levure se trouvant épuisé, 
nous en préparames un autre. Le thiomalate était maintenant 


(*) Travail effectué avec l’aide d’une subvention du National Cancer 


Institute of the National Institutes of Health des Etats-Unis d’Amé- 
rique. 
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dépourvu de toute activité inductrice. La crise dura trois mois. 
Finalement, une recette fut trouvée qui permettait d’obtenir des 
milieux « actifs », ¢’est-a-dire dans lesquels les agents réducteurs 
exercent leur action inductrice. 

I] s’était donc révélé que certaines substances réductrices 
provoquaient le développement du prophage en phage et que 
cette action dépendait de certaines qualités du milieu de culture. 
Ce sont les principaux résultats de nos recherches qui sont 
exposés ici. 


TECHNIQUES. 


Toutes les expériences ont porté sur Bacillus megathe- 
rium 899 (1). Les formules des milieux, la technique générale ont 
déja été décrites en détail [2]. Rappelons simplement: a) que 
les « densités optiques » sont exprimées en graduations de 
l’électrophotométre de Meunier, et que dans les conditions de 
nos mesures, une « densité optique » de 100 correspond a 
3,4 x 107 bactéries par centimétre cube; b) que les ensemen- 
cements sont toujours pratiqués avec des cultures en vole de 
croissance exponentielle. Ajoutons que les inducteurs sont intro- 
duits dans le milieu sous forme de solutions préparées extem- 
poranément, neutralisées, et stérilisées par filtration. 


L7INDUCTION PAR L ACIDE THIOMALIOUE. 


L’inpuction. — Une culture en vole de croissance exponen- 
tielle en milieu LC [2] est distribuée dans des tubes dans lesquels 
on a préalablement introduit 0,1 cm*® de thiomalate de sodium 
a diverses ‘concentrations. Les tubes sont agités A 37° et l’on 
note, toutes les vingt minutes, la « densité optique ». L’examen 
de la figure 1 montre que pour une concentration de M/3 000 la 
croissance a été ralentie ; que pour M/2 000 il y a eu un incident 
notable dans la courbe ; pour M/600, il y a eu lyse importante 
aprés croissance résiduelle. La lyse s’accompagnait de la libé- 
ration d’environ 100 a 175 bactériophages par bactérie disparue. 
C’est le rendement unitaire normal observé aprés induction par 
le rayonnement ultra-violet. 

L’addition d’acide thiomalique a concentration convenable 
induit done la production de bactériophages chez Bacillus mega- 
therium. Ainsi qu’on l’a signalé [4], d’autres réducteurs exercent 
aussi une saction inductrice. 

L’effet des substances réductrices est cependant moins général 
que celui du rayonnement ultra-violet. En effet, d’aprés les expé- 
riences de F. Jacob (communication personnelle), le thiomalate 
ajouté au milieu LC actif jusqu’a une concentration de M/20 ne 
modifie par de maniére sensible la courbe de croissance de 


Annalee de UInstitut Pasteur, t. 82, n*® 6, 1952 45 
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Pseudomonas pyocyanea 13(8)A ; pour une concentration de M/S, 
il y a ralentissement de la croissance pendant une trentaine de 
minutes, puis la croissance redevient normale. Les dosages n’ont 
pas révélé d’augmentation du nombre de bactériophages dans les 
milieux additionnés de thiomalate. Dans les conditions ot Bacillus 
megatherium 899(1) est induit par les agents réducteurs, Pseudo- 


do. = densité optique 
t = témoin 


Fic. 4. — Induction par le thiomalate de sodium. La « densité optique », comme 
dans toutes les figures, est exprimée en graduations du tambour de |’électro- 
photométre de Meunier. Une « densité optique » 100 correspond & 3,4 X 10’ 
bactéries par centimétre cube. ¢, culture non additionnée de thiomalate. 


monas pyocyanea 13(8)A ne lest pas, alors qu’il est induit par 
le rayonnement ultra-violet [5]. 


ILA CONCENTRATION DE L’INDUCTEUR. — La concentration efficace 
d’acide thiomalique varie suivant la nature du milieu. Elle est 
de M/400 dans certains milieux, M/2 000 dans d’autres. 

L’examen de nombreuses familles de courbes révéle que la 
concentration inductrice efficace est comprise dans une zone 
étroite. Pour des concentrations inférieures a l’optimum, |’induc- 
tion ne porte que sur un pourcentage réduit de bactéries. Pour 
une concentration supérieure, la croissance bactérienne est faible 
ou nulle — ou bien méme, les bactéries commencent a se lyser 
dés l’addition des substances réductrices. Lorsque la concentration 


L’INDUCTION DU DEVELOPPEMENT DU PROPHAGE 679 


en réducteur est telle que la croissance résiduelle est supprimée, 
il n’y a pas de production de bactériophages. La production la 
meilleure ia lieu lorsque la densité optique de la suspension 
bactérienne a été, entre l’addition de l’inducteur et le début de 
la lyse, multipliée par un facteur voisin de 2. Ceci est vrai quelle 
que soit la nature de la substance réductrice : acide thiomalique, 
acide thioglycolique, glutathion réduit. 


‘La concentration efficace dépend également de la concentration 
initiale en bactéries et de l’intensité de loxygénation du milieu. 


eee 


t:a. thiomalique 


60 


120m. 


Fic. 2. — Induction par le thiomalate de sodium. On notera la suppression de 
la croissance bactérienne résiduelle par les concentrations élevées du réduc- 
teur. 


Les valeurs données dans ce mémoire ne sont donc valables que 
pour des conditions définies et sont dépourvues de valeur absolue. 

L’examen des familles de courbes révéle aussi que l’étendue 
des variations de la concentration de l’inducteur compatible avec 
la production de phages est, elle aussi, variable ; on observe parfois 
une excellente induction pour des concentrations allant de M/1 000 
a M/200. D’autres fois, uniquement pour une concentration 
comprise entre M/1 200 et M/800. 

Enfin, dans de nombreux milieux, on observe réguliérement ce 
que nous appellerons le phénoméne de zone. Entre deux concen- 
trations efficaces, par exemple M/1 950 et M/975, il existe une 
concentration voisine de M/1 450 pour laquelle l’induction est 
trés faible et ne se traduit pas par une baisse de densité optique 
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des cultures. Ce phénoméne a été observé aussi bien avec lacide 
thiomalique qu’avec l’acide thioglycolique. 

Les substances réductrices agissent-elles sur le milieu ou sur 
les bactéries ? Un milieu actif est additionné de thiomalate M/3 000, 
M/1 900, M/1 500 et M/775, et laissé vingt-quatre heures 4 20° 
(série vingt-quatre heures), Le lendemain, d’autres échantillons, 
du méme milieu, sont additionnés de thiomalate (série extem- 
poranée), et l’on ensemence les deux séries. I] y a induction dans 
la série extemporanée pour les concentrations M/3 000, M/1 900 
et M/1 500. Il n’y a pas d’induction du tout dans la série vingt- 
quatre heures. L’action inductrice de acide thiomalique ne 


e 


E 


Fic. 3. — Le phénoméne de zone. Remarquer l’absence d’induction pour la 
concentration M/4 450 comprise entre deux concentrations efficaces : M/1950 
et M/970. 


semblait done pas liée 4 la réduction d’une substance présente 
dans le milieu, mais plutdt a un effet direct sur les bactéries. 


REVERSIBILITE DE L’ ACTION INDUCTRICE 
DU THIOMALATE. 


L’effet inducteur du thiomalate est-il réversible, et pendant 
combien de temps? Des bactéries en voie de croissance dans le 
milieu LC sont agitées au bain-marie a 37° dans des fioles d’Erlen- 
meyer. Au temps 0, on ajoute du thiomalate pour obtenir une 
concentration M/775, on effectue des prélévements a intervalles 
réguliers. D’une part, on détermine la densité optique. D’autre 
part, on étale des prélévements convenablement dilués sur 
bouillon peptoné gélosé. On voit (fig. 4) que Ja croissance bacté- 
rienne résiduelle s’est produite pendant quarante minutes, puis 
quil y a eu lyse rapide avec libération de bactériophages. On 
voit, aussi, que le nombre de colonies n’a pas varié a t. 0 et 
a t. + 5 minutes. Il y a eu ensuite chute rapide, le minimum 
étant alteint au voisinage de la vingtiéme minute. I] convient de 
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se souvenir que chacune des colonies correspond 4 une chainette 
de bactéries ; dans cette expérience il y avait de deux a quatre 
articles par chainette. On voit donc que l’effet inducteur du 
thiomalate a été réversible pendant cing minutes et est devenu 
irréversible entre la cinquiéme et la vingtiéme minute. 

Dans une autre expérience (fig. 4), des résultats similaires ont 
été observés. Il n’y a pas eu diminution du nombre de colonies 
entre zéro et dix minutes, mais chute rapide entre la dixiéme et 
la vinguéme minute. Dans cette expérience, le milieu additionné 
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Fic. 4. — Reversiun de Vinduction par le thiomalafe. La numération du nombre 


des colonies montre que l’induction est réversible pendant cing 4 dix minutes 
et qu’elle ne l’est plus vers la vingliéme minute. Les deux courbes situées a 
droite de Ja figure montrent la réve sibilité partielle aprés dilution de lacide 
thiomalique 4 la dixiéme minute. 


de thiomalate M/775 a été dilué cing fois en milieu LC a t. 0 et 
a t. + 10 minutes. La densité optique des cultures diluées a été 
suivie. On voit que par dilution a t. 0 on a sauvé un pourcen- 
tage notable de bactéries. Il y a eu, cependant, une induction 
non négligeable qui s’est traduite sur la courbe par un incident 
entre la quarantiéme et la cinquanti¢éme minute et qui est démon- 
trée par les résultats du dosage de bactériophages a la soixantiéme 
minute. Il n’y a done pas eu guérison complete par la dilution 
immédiate. I] faut cependant noter que le thiomalate n’a pas 
été éliminé, mais seulement dilué cing fois, c’est-a-dire que sa 
concentration est passée de M/775 a M/3 775, concentration encore 
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faiblement inductrice. La dilution at. + 70 minutes n’a pas 
empéché le développement du phage de se poursuivre, comme 
dans le témoin. Il est vraisemblable que la réaction serait plus 
complete si l’on pouvait diluer plus fortement l’agent réducteur. 
Mais une dilution plus forte ne permettrait pas d’effectuer des 
mesures de densité optique avec une précision suffisante. 

Quoi qu’il en soit, la numération des colonies montre bien que 
les effets de l’induction par l’acide thioglycolique sont réversibles 
pendant cing a dix minutes. 


Les AGENTS INDUCTEURS. — L’action inductrice de l’acide thioma- 
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Fic. 5. — Induction par le thioglycolate de sodium. 


lique est bien liée a ses propriétés réductrices. En effet : a) l’acide 
L-malique M/2 000 4 M/80 est sans effet inducteur ; b) lacide thio- 
elycolique est inducteur (voir fig. 5). Le glutathion réduit M/2 000 
a M/400 est inducteur (voir fig. 6), le glutathion oxydé M/400 est 
sans effet. Enfin, acide L-ascorbique M/150 exerce également 
une action inductrice (voir fig. 6). 

Parmi les autres substances inductrices, nous pouvons indiquer 
les acides sulfhydrique, sulfureux, pyrosulfureux et formaldéhyde 
sulfoxylique. ‘Le formaldéhyde n’est pas inducteur, non plus que 
les acides hydrosulfureux et hyposulfureux. 
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SUBSTANCES INDUCTRICES CONCENTRATIONS EFFICACES 
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Toutes ces substances ont naturellement été essayées dans un 
milieu LC actif, c’est-a-dire ot le thiomalate exercait un effet 
inducteur. Toutes ont été essayées a des concentrations graduel- 
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Fic. 6. — Induction par le glutathion réduit et Vacide L-ascorbique. 


lement décroissantes comprises entre la concentration minimum 
inhibitrice et la concentration minimum, ne modifiant pas le 
taux de croissance. Les meilleurs inducteurs, les plus maniables, 
sont incontestablement les acides thiomalique et thioglycolique. 


NITRITE, HYDRAZINE, HYDROXYLAMINE ET SES DERIVES. 


Yamafugi et ses collaborateurs [6] ont publié une série de 
recherches d’ow il ressort que les nitrites, hydrazine et l’hydro- 
xylamine augmentent considérablement la sensibilité des vers 
a soie a certaines maladies a virus. D’aprés les conceptions de 
Yamafugi, ces substances provoqueraient méme la transformation 
d’une nucléo-protéine normale en virus. Peut-étre pourrait-on 
admetire plus simplement qu’elles déclenchent, directement ou 
indirectement, le développement d’un virus masqué. Quel que 
puisse étre le degré d’incertitude concernant la nature des phéno- 


684 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


ménes mis en évidence par Yamafugi chez les vers a soie, 1] 
convenait d’examiner, sur Bacillus megatherium, le pouvoir 
inducteur éventuel des substances en cause. 

Le nitrite de potassium s’est montré dépourvu d’effet induc- 
teur. L’hydroxylamine et hydrazine, 4 des concentrations voi- 
sines de M/1 000, peuvent inhiber totalement la croissance bacté- 
rienne, Si a un milieu LC inactif, c’est-a-dire dans lequel le 
thiomalate est dépourvu d’activité inductrice, on ajoute simul- 
tanément de hydrazine ou de Vhydroxylamine M/1 000 et du 
thiomalate, on observe la croissance bactérienne résiduelle a 
vitesse réduite, puis la lyse. Le nombre de phages libérés varie 
beaucoup d’une expérience a Vautre. Il est généralement faible, 
5 par bactérie lysée, mais peut atteindre 60. Nous avons vérifié 
que lV’hydroxylamine, a la méme concentration, n’empéche ni la 
croissance résiduelle, ni la lyse, ni ne modifie la production de 
bactériophages aprés irradation par Jes rayons U. V. 

Des résultats analogues ont été obtenus avec la carboxymétho- 
xylamine (H,N — O — CH,.COOH, 0,5 HCl) et ?o-méthylhydroxy- 
lamine H,N—-O-—CH,HCl) que nous devons a l’obligeance de 
Ernest Borek. L’addition simultanée de Vune ou l’autre de ces 
substances et de thiomalate, dans des milieux inactifs, induit la 
lyse aprés croissance résiduelle. Mais le rendement en phages 
est trés faible. 

Les concentrations efficaces d’hydroxylamine et de ses dérivés 
sont, en fait, trés voisines des concentrations exercant un effet 
létal rapide. Un grand nombre d’expériences négatives ont 
encadré quatre expériences significatives. Il semble donc que dans 
certaines conditions, que nous n’avons pas réussi a controler, la 
présence simultanée de certains dérivés de hydroxylamine et de 
thiomalate puisse induire le développement du prophage en 
phage. N’étaient les travaux de Yamafugi, nous n’aurions pas 
jugé nécessaire de mentionner nos résultats vraiment peu 
démonstratifs. 


EFFETS DE L’ HISTAMINE. 


On a vu que dans certains milieux la concentration inductrice 
du thiomalate ou du thioglycolate est trés voisine, d’une part, de 
la concentration sans effet, et, d’autre part, de la concentration 
inhibant la croissance bactérienne. Cette particularité rend souvent 
nécessaire la mise en ceuvre d’une série de concentrations de la 
substance réductrice, inconvénient qui peut étre évité par l’adjonc- 
tion d’histamine M/460 a M/920. Les solutions sont préparées au 
moment de l’emploi, neutralisées et stérilisées par filtration. On 
voit, sur la figure 7, qu’en présence d’une concentration de 
thiomalate inhibant totalement la croissance, l’addition d’hista- 
mine perinet la croissance résiduelle normale et n’empéche nulle- 
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ment la production de bactériophages. I] convient cependant de 
noter que Il’histamine peut supprimer l’action inductrice de 
concentration de thiomalate légérement inférieure aux concen- 
trations optimales (voir fig. 8). Si donc I’histamine est utilisée, 
en quelque sorte, en tant que tampon, il convient de mettre en 
ceuvre des concentrations de thiomalate correspondant a deux 
i trois fois a la concentration optimale. On dispose, ainsi, d’une 


foal hiomalique 
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Fic. 7. — Action de l'histamine. Le thiomalate M/1 550 et M/775 empéche la crois- 
sance bactérienne résiduelle et le développement des bactériophages. L’hista- 
mine M/460 permet la croissance bactérienne résiduelle et la formation de 
phages. 


marge de sécurité agréable. On retiendra donc que |’histamine 
supprime l’effet bactériostatique des réducteurs. 


REMARQUES SUR LES COURBES DE CROISSANCE. 


Sous l’action de substances inductrices, la courbe de croissance 
de Bacillus megatherium 899 lysogéne présente une allure parti- 
culiére : croissance a vitesse réduite pendant quarante-cing a 
soixante minutes, puis lyse. L’on ne saurait, toutefois, conclure 
de cette courbe a la production de bactériophages. De nombreuses 
substances produisent sur le métabolisme bactérien un effet qui 
se traduit par une courbe analogue a celles présentées par les 
bactéries induites. Telle est, par exemple, la pénicilline G pour 
des concentrations comprises entre 1,2 et 1,8 unité par centimétre 
cube. Mais la lyse n’est pas accompagnée de libération de bacté- 
riophages. Cependant l’on peut dire que lorsqu’une substance 
inductrice intervient a concentration trop élevée et que la crois- 
sance bactérienne est bloquée dés l’addition de la substance, il 
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n’y a pas de production de bactériophages. ‘L’arrét de la crois- 
sance bactérienne dad & un excés de substances réductrices est 
accompagné de J’inhibition d’une ou plusieurs réactions indis- 
pensables au développement des bactériophages. Dans la condition 
de nos expériences, une substance inductrice ne permet la matu- 
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Fig. 8. — Action de Vhistamine. On voit, figure 1a et 1b, que Vhistamine, 


dune part, supprime l'induction par le thiomalate M/1 270 et M/970; d’autre 
part, permet la croissance bactérienne résiduelle et la formation de phages 
pour des concentrations M/775 et M/485. 

Sur la figure 2a et 2 on voit que : d'une part, le thiomalate M/970 a sup- 
primé la croissance bactérienne résiduelle qui a été rétablie par l’histamine; 
d’autre part, que le mélange histamine M/460 et thiomalate M/778 et M/485 
a permis la croissance bactérienne résiduelle et la production de bactério- 


phages, alors qu’en l’absence d’histamine la croisssnce bactérienne était 
bloquée. 


ration des bactériophages que s’il y a croissance bactérienne 
résiduelle. Mais l’existence d’une croissance bactérienne résiduelle 
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suivie de lyse ne signifie par forcément qu’il y a eu production 
de bactériophages. Ces conclusions sont loin d’avoir une valeur 
générale. En effet, F. Jacob a pu, en diminuant la concentration 
en aliments carbonés, supprimer la croissance bactérienne rési- 
duelle chez un Pseudomonas pyocyanea lysogéne, sans pour cela 
empécher la production de bactériophages [7]. 


MILIeEUX ACTIFS ET MILIEUX INACTIFS. 


L’induction par les agents réducteurs avait été obtenue dans 
un milieu a base d’extrait de levure de boulangerie. Nous avons 
dit, dans l’introduction, comment, aprés épuisement du premier 
stock, le thiomalate s’était montré dépourvu d’effet dans les 
nouveaux extraits. Dans d’autres préparations de levure effectuées 
dans les mémes conditions, non seulement il n’y avait pas d’effet 
inducteur, mais encore, le thiomalate n’exergait pas d'action 
inhibitrice sur le développement bactérien. Nous avons été ainsi 
amenés a distinguer des milieux actifs ou inactifs, selon que 
Vaddition de substances réductrices exercait ou non un effet 
inducteur. Nous avons constaté que tous les milicux 4 base de 
peptones commerciales, quelle qu’en ait été Vorigine, le bouillon 
peptoné, les extraits de levure commerciaux étaient inactifs ; 
inactif aussi le milieu synthétique a base de sulfate d’ammonium 
et de glucose. 

Un grand nombre d’extraits de levure de boulangerie, de 
marques diverses, s’étant révélés inactifs, nous avons essayé un 
extrait de levure de biére basse. Des bactéries cultivées en 
milieu LC inactif, ensemencées dans le milieu a base d’extrait 
de levure de biére basse, montraient la typique croissance rési- 
duelle, puis se lysaient en libérant des phages. Mais tous les 
extraits de levure de biére basse n’étaient pas également induc- 
teurs. Aprés une longue période oti le phénoméne de I|’induction 
par les substances réductrices semblait échapper de plus en plus 
a l’analyse, il se révéla que les extraits inactifs de levure de 
boulangerie devenaient actifs par vieillissement de trois semaines 
4 un mois a + 10°. Nous étions ainsi enfin en possession d’une 
technique de préparation de milieux actifs. Nous constations 
alors que le traitement par la « norite A » a pH 4 inactive les 
milieux actifs. Toute se passait donc comme si le milieu actif 
renfermait, sous une forme accessible, une substance nécessaire 
pour que se manifeste ]’action inductrice des agents réducteurs. 
Cette substance fut, par la suite, identifiée au cuivre [8]. ‘Le 
role des cations bivalents pour l’induction fera l’objet d’un autre 


mémoire. 
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ACTION DES SUBSTANCES REDUCTRICES 
SUR UNE SOUCHE NON LYSOGENE. 


Ouel est l’effet de substances inductrices sur une souche non 
lysogene ? Nous avons examiné le comportement de la souche 
« guérie » non lysogene de Bacillus megatherium 899. Dans le 
milieu actif, un exces de thiomalate bloque la croissance, mais 
jamais nous n’avons observé la croissance résiduelle suivie de 
lyse, si caractéristique des souches lysogénes. 

L’effet bactériostatique du thiomalate M/775 est supprimé par 
l’histamine M/460. Les bactéries en présence de thiomalate et 
d’histamine se développent normalement. Ici, comme chez la 
souche lysogéne, l’histamine a supprimé l’effet inhibiteur du 
thiomalate A fortes concentrations. Comme la souche non lyso- 
géne est dépourvue de prophages, elle ne se lyse pas, bien 
entendu, en présence d’histamine et de thiomalate. 

Pas plus que les inducteurs physiques (rayons U. V.) [2], les 
inducteurs chimiques n’induisent la lyse de Bacillus megatherium 
non lysogéne, dans les conditions ot ils induisent le dévelop- 
pement des bactériophages et la lyse des bactéries lysogénes. 


Discussion. 


Parmi les inducteurs chimiques se trouve une substance physio- 
logique, le glutathion réduit. L’étude de la cinétique du dévelop- 
pement du phage en fonction de la croissance bactérienne avait 
conduit a la conclusion que le potentiel d’oxydo-réduction devait 
jouer un réle important dans ]’induction [2]. Nous avions, en effet, 
mis en évidence le réle du défaut d’oxygénation dans ce phéno- 
méne. Cette conclusion est aujourd’hui justifiée et expliquée. On 
congoit comment une baisse de la tension d’oxygéne, entrainant 
une augmentation de la teneur des bactéries en glutathion réduit, 
peut exercer un effet inducteur indirect. L’effet méme du gluta- 
thion est-il d’ailleurs direct ? 

Nous savons aujourd’hui que les substances inductrices agissent 
en provoquant une permutation cationique dans laquelle lion 
culvre joue un role essentiel. Le probléme du mécanisme de 
laction inductrice des agents réducteurs sera discuté lorsque sera 
exposé le détail des expériences relatives aux cations bivalents [9]. 


RESUME ET CONCLUSIONS. 


1° L’acide thiomalique, ajouté a concentration convenable dans 
certains milieux a base d’extrait de levure de boulangerie, induit 


le développement du prophage en phage chez Bacillus megathe- 
rium 899(1) lysogéne. 
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2° De nombreuses substances réductrices exercent le méme 
effet : le glutathion réduit, les acides L-ascorbique, sulfhydrique, 
sulfureux, pyrosulfureux et formaldéhyde sulfoxylique. 

3° Tous les milieux a base d’extrait de levure de boulangerie 
ne permettent pas l’induction par les réducteurs. On distingue des 
milieux actifs ou inactifs suivant qu’ils permettent ou non |’action 
inductrice des réducteurs. 

4° Les extraits de levure de boulangerie deviennent actifs par 
vieillissement. [Les peptones commerciales, les extraits de levure 
commerciaux sont inactifs. 

5° Certains extraits de levure de biére basse exercent, sans 
aucune addition, un effet inducteur. 

6° Dans les milieux actifs, les réducteurs A concentration élevée 
bloquent la croissance bactérienne et empéchent le développement 
du prophage en phage. Cet effet est supprimé par l’histamine. 
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RECHERCHES 
SUR LA PROTEOLYSE BACTERIENNE AEROBIE 
AU SEIN D'UN SOL 


par J. POCHON et M.-A. CHALVIGNAC (*). 


(Institut Pasteur. Microbie technique. 
Laboratoire de Microbiologie du Sol.) 


Un grand nombre de travaux ont été consacrés a l'étude de la 
destruction des matiéres protéiques dans le sol, mais il est, a la 
vérité, assez difficile de se faire une idée claire de la nature du 
phénoméne et surtout A peu prés impossible de savoir quelles sont 
les espéces réellement actives dans le milieu complexe du sol. En 
effet, la plupart des auteurs ont isolé un nombre considérable 
d’espéces microbiennes et ont étudié leur activité, en milieu de 
culture, sur un substrat protéique (gélatine, sérum coagulé), ou 
bien ont mesuré le dégagement d’ammoniaque en eau peptonée, 
ou bien encore la libévation d’acides aminés dans un bouillon 
nutritif ; cecil en aérobiose et en anaérobiose. 

Dans ces conditions, des listes trés longues ont été dressées ot 
reviennent le plus souvent, comme germes aérobies : B. subiilis, 
B. mycoides, B. mesentericus, B. cereus, Serratia lutea, Ps. fluo- 
rescens, Proteus vulgaris... et, comme germes anaérobies, B. putri- 
ficus, W. perfringens, Cl. bifermentans, Cl. sordellii... (Marchal, 
Colin, Waksman). 

Le réle relatif des aérobies et des anaérobies n’est pas précisé ; 
chez les aérobies, l’équilibre et la succession des espéces sont 
mal connus et il n’est nullement prouvé que celles qui ont été 
isolées, au hasard, dans le sol, y soient effectivement actives, en 
concurrence avec la microflore totale. On sait trés bien, depuis 
Winogradsky, que l’activité d’une culture pure est extrémement 
trompeuse. 

Nous avons essayé de reprendre la question de l’équilibre et 
l’évolution de la microflore, en utilisant les principes suivants ; 

Déterminer la pullulation, dans une terre normale, de la flore 
zymogéne spécifique vis-a-vis de substances protéiques naturelles. 
Suivre au microscope l’évolution de cette flore zymogéne. L’ense- 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 7 février 1952. 
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mencer réguliérement sur un milieu non sélectif et isoler les colo- 
nies. Etudier les souches ainsi obtenues, surtout au point de vue 
de leur pouvoir protéolytique. 


TECHNIQUES. 


De la terre de jardin (dite « T. P. », jardin de I’Institut Pasteur 
de Paris) est répartie dans des boites de Petri (sous une épaisseur 
de 1 cm) et en flacons Borrel (sous une épaisseur de 10 cm), On 
préléve stérilement, sur des cobayes, des fragments de foie et de 
rein afin de ne pas apporter dans la terre d’autres germes que 
ceux qui s’y trouvent déja et qui constituent sa microflore totale 
naturelle. Ces fragments sont mis dans la terre des boites de Petri 
et sous la terre des flacons Borrel. Les récipients ainsi préparés 
sont soit laissés 4 la température du laboratoire, soit placés a 37°. 

Chaque jour on fait des prélévements, a proximité des fragments 
dorganes. Ils sont examinés au microscope aprés étalement sur 
lame et coloration par la méthode de Gram, et ensemencés, aprés 
dilution, sur gélose a |’extrait de terre coulée en boile de Petri (1). 
Les colonies obtenues sont prélevées, examinées au microscope 
et ensemencées sur milieux usuels pour leur étude. Le pouvoir 
protéolytique, en particulier, est déterminé sur la gélatine et sur 
sérum coagulé. Par ailleurs, ont été recherchées : la production 
de SH,, d’acétyl-méthyl-carbinol, la réduction du rouge neutre, 
d’indol, les fermentations sucrées, l’action sur le lait, la pomme 
de terre, etc. 


EXAMENS MICROSCOPIQUES DIRECTS SUR LAME. 


Ils montrent, faits tous les jours, une évolution trés nette de 
la microflore. 


A. Terre en couche mince et en boite de Borrel, 4 la température 
du laboratoire, humidité de 25 p. 100 environ. 

Premier jour. — La terre est envahie par de gros bacilles se 
colorant par la méthode de Gram, groupés en chaines plus ou 
moins Jongues, non sporulés. Quelques bacilles et coccobacilles 
Gram-négatif. 


Deuxiéme jour. — Les gros bacilles Gram-positif dominent 
toujours, mais la microflore Gram-négatif augmente. 
Troisiéme jour. — Les gros bacilles perdent leur colorahilité 


(1) L’extrait de terre est préparé par mélange a poids égal de terre 
et d’eau. Contact de vingt-quatre heures a la température du labora- 
toire. Chauffage, vingt minutes 4 130°. Filtration sur papier. Cet extrait 
est gélosé A 15 p. 1 000 et stérilisé a 1’autoclave. 
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par la méthode de Gram et commencent a sporuler ; spores 
centrales. Flore & Gram-négatif (bacilles et coccobacilles) trés 
abondante. 

Quatriéme jour. — Spores libres trés nombreuses ; bacilles 
Gram-négatif, presque tous 4 espace clair central et souvent tres 
courts, nettement prédominants. 

Cinquiéme jour. — Méme aspect ; mais apparition de trés gros 
cocci, de tailles diverses, envahissant, en tres grand nombre, les 
prélévements. 

Sixiéme, septiéme et huitiéme jours. — Tous les germes sont en 
voie d’autolyse, Gram-négatif, se colorant trés mal par la fuchsine ; 
nombreuses spores libres. 


B. Terre en couche mince et en boite de Borrel 4 37°. L’aspect 
est sensiblement identique, mais on note, surtout en boite de 
Borrel, vers le troisiéme et le quatriéme jour, des formes clos- 
tridiennes traduisant l’ingérence des anaérobies. 

Tous ces résultats sont résumés et discutés a la*fin du mémoire. 


ISOLEMENT DES COLONIES ET CULTURE. 


L’évolution du phénoméne est ici plus difficile 4 suivre en 
raison du trés grand nombre de colonies obtenues sur chaque 
plaque ; il nous a été matériellement impossible de les prélever 
toutes, de les étudier et les identifier méme sommairement. Ce 
travail ne peut étre réalisé que pour une certaine proportion 
dentre elles. 

Une impression générale se dégage cependant de l’examen de 
ces plaques : c’est l’augmentation rapide du nombre des germes 
pendant les trois ou quatre premiers jours. Ce nombre se main- 
lient constant jusqu’au sixiéme ou septiéme jour, puis décroit 
trés nettement. On assiste presque a une auto-stérilisation du 
sol; ce fait est sans aucun doute en rapport avec les phéno- 
ménes d’autolyse observés sur lames. 

Cent souches ont été isolées. Elles ont toutes été testées au 
point de vue de leur pouvoir protéolytique. 


GERMES NON PROTEOLYTIQUES. — Un _ premier fait important 
4’ noter est la prédominance des germes qui ne manifestent 
aucune action sur la gélatine et le sérum coagulé. Comme leur 
prolifération est stimulée par l’incorporation au. sol de sub- 
stances protéiques, c’est quils agissent sur les produits de 
métabolisme des protéolytiques vrais et aussi sur les autres 
constituants du tissu animal, en particulier ses glucides. 

Ces germes non protéolytiques appartiennent, pour une faible 
proportion (8 souches), au genre Flavobacterium, c’est-a-dire 
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bacilles Gram-négatif mobiles a pigment jaune (ils disparaissent 
vers le septiéme jour) et, pour la grande majorité, a cet immense 
groupe des bacilles mobiles ou immobiles, non protéolytiques, 
Gram-négatif, pratiquement impossibles a identifier dans |’état 
actuel de la systématique, quand ils sont isolés du sol. 


GERMES PROTEOLYTIQUES. — Nous classerons les germes pro- 
téolytiques en deux grandes catégories selon leur réaction a la 
coloration de Gram. 

A. Germes protéolytiques Gram-positif. 

Cinq souches ont été isolées; elles appartiennent toutes au 
genre Bacillus ; culture avec voile en milieu liquide ; colonies 
rugueuses sur gélose; non pigmentées ou avec pigment rose 
pale ; utilisant l’urée comme seule source de carbone et d’azote ; 
pouvoir fermentaire variable selon les souches vis-a-vis des glu- 
cides. Elles appartiennent surtout aux espéces Megatherium et 
Subtilis. Rappelons que ce sont les germes de premiére généra- 
tion observés sur lame et, de fait, ils ont été isolés au cours des 

~deux premiers jours. 

B. Germes protéolytiques Gram-négatif. 

Treize souches ont été isolées. Six d’entre elles élaborent un 
pigment vert fluorescent et doivent étre classées dans les Pseudo- 
monas. Elles sont particuliérement abondantes vers le troisiéme 
jour et disparaissent ensuite. 

Les autres sont apigmentaires. C’est un groupe de germes 
dont Videntification est particuliérement difficile. Cependant la 
liquéfaction rapide de la gélatine et du sérum coagulé permet 
d’éliminer l’immense majorité des Entérobactériacées, sauf les 
Proteus. Or, deux de nos souches hydrolysent rapidement l’urée 
et peuvent étre classées dans cette tribu. 

Pour les autres souches, comme il ne saurait s’agir de Parvo- 
bacteriacex, elles appartiennent aux Pseudomonacex. Dans cette 
famille l’absence du pigment fait éliminer les Pseudomonas, 
Flavobacterium et Serratia ; absence d'action sur la cellulose, 
les Cellulomonas ; Vabsence de pouvoir pathogéne pour les végé- 
taux, les Phytomonas et Erwinia; Protaminobacter et Mycoco- 
plana ont des caractéres biochimiques bien particuliers; il ne 
reste donc que les Achromobacter dont les traits généraux corres- 
pondent assez bien A ceux des souches que nous avons isolées 
(5 souches). Proteus et Achromobacter sont particuliérement 
abondants a partir du septiéme jour. 

Ces derniers résultats sont résumés dans le tableau suivant : 


Souches non protéolytiques : 


8 souches type I*lavobacterium. 
62 souches Gram-négatif, non identifiées. 
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Souches protéolytiques : 


Gram-positif : 


Or 


souches type Bacillus. 
Gram-négalif : 


6 souches type Pseudomonas. 
2 souches type Proteus. 
5 souches type Achromobacter. 


Discussion. 


Nous avons cherché a aborder le probleme de la protéolyse 
dans le sol par une voie nouvelle : en incorporant directement 
& une terre normale, et maintenue dans des conditions normales 
d’humidité et de température, des tissus animaux stérilisés (pour 
ne pas apporter de germes d’origine intestinale), nous avons 
déterminé dans cette terre, a partir de sa microflore totale, la 
poussée d’une flore zymogéne spécifique. Nous avons suivi, par 
examen microscopique direct et par culture, l’évolution de cette 
flore zymogéne. 

Le simple examen microscopique, réguliérement poursuivi, 
met en évidence un certain nombre de faits importants : 

1° Dans les conditions naturelles (terre de culture bien tra- 
vaillée et bien aérée, température de 18° environ), le rédle des 
anaérobies est négligeable en surface, en particulier celui des 
grands ianaérobies protéolytiques sporulés; ils n’interviennent, 
et encore accessoirement, qu’a 37°. I] est vraisemblable, comme 
nous l’avons déja montré pour les cellulolytiques [4], et 
A.-R. Prévot et nous-méme pour les amylolytiques [2], que leur 
role ne devient prépondérant qu’en terre saturée d’eau ou a une 
température supérieure a 30°. 

2° L’incorporation au sol de substances protéiques naturelles 
détermine Ja prolifération d’une flore zymogéne dont 1’évolution 
est progressive. Sans vouloir, ou pouvoir, généraliser, nous 
avons observé une premiére poussée de germes du genre Bacillus, 
suivie d’une deuxiéme poussée de bacilles et de coccobacilles 
Gram-négatif ; 4 aucun moment nous n’avons noté de cocci 
Gram-posilif ; quelques rares Actinomycétes; pas de cham- 
pignons. 

Ce fait est & rapprocher de celui cité par Lemoigne, Girard et 
Jacobelli [8] qui ont observé, en incorporant au sol du saccha- 
rose, deux poussées successives, lune de B. megatherium, 
autre de Ps. fluorescens. A rapprocher également de ce que 
nous avons décrit pour les phénoménes d’ammonification ou se 


PROTEOLYSE BACTERIENNE AEROBIE 695 


succédent, dans le temps, les Bactéries, les Actinomycétes et les 
Champignons [4]. 

Cette évolution organisée des flores zymogénes apparait donc 
comme un phénomeéne assez général. 

‘Les cultures confirment et précisent cette évolution de la 
microflore. 

C’est tout au début, vers la quarante-huitiéme heure, qu’ont 
été isolés les germes Gram-positif appartenant au genre Bacillus ; 
ceux-cl sporulent et disparaissent rapidement. 

Puis proliférent (troisiéme-quatriéme jours) des Ps. fluorescens 
et (septieme jour) des Proteus qui disparaissent a leur tour en 
méme temps que l’on note l’envahissement par des Achromo- 
bacter. 

Tous ces germes sont des protéolytiques vrais hydrolysant la 
gélatine et le sérum coagulé. Mais ils ne forment qu’une faible 
proportion de la flore zymogéne (13 sur une centaine de souches 
isolées) et on leur trouve constamment associé un trés grand 
nombre d’espéces sans action sur ces deux substrats, espéces 
réparties dans les Flavobacterium et le grand groupe des bac- 
téries 4 Gram-négatif non identifiables. 


RESUME. 


Le phénoméne de la protéolyse, dans les conditions écologiques 
normales, est surtout aérobie et les grands anaérobies protéoly- 
tiques n’y jouent qu’un réle accessoire, comme nous |’avions 
déja noté pour les cellulolytiques et amylolytiques. Ils ne doivent 
intervenir qu’en terre saturée d’eau ou A une température supé- 
rieure A 30°. 

Cette protéolyse est « organisée » dans le temps, en ce sens 
qu’apparaissent des vagues successives de prolifération d’espéces 
microbiennes différentes, le genre Bacillus jouant le réle initial, 
puis les genres Ps. fluorescens, Proteus et Achromobacter. 
Associée a la flore protéolytique vraie, intervient une flore plus 
abondante encore, sans action sur les protéines coagulées, mais 
utilisant les produits de métabolisme (protéines partiellement 
dégradées en polypeptides ou acides aminés) de cette flore pro- 
téolytique. 
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RECHERCHES 
SUR LE DIAGNOSTIC SEROLOGIQUE DES OREILLONS 


Il. — REACTION D'INHIBITION DE L’HEMAGGLUTINATION 


par R. SOHIER et I. ESSER-TRIMBERGER 
[avec la collaboration de J. JUILLARD et F. CHALLUT] (”). 


(Faculté de Médecine de Lyon. Laboratoire d’Hygiéne.) 


Poursuivant les recherches (1) que nous avons enlreprises 
concernant les conditions de mise en ceuvre et la valeur pratique 
des méthodes spécifiques proposées pour établir le diagnostic 
des oreillons, nous avons étudié, parallélement a la réaction de 
fixation du complément, qui a fait l’objet d’une récente note [4], 
la réaction d’inhibition de ’hémagglutination due au virus ourlien. 

Aprés avoir rappelé briévement les constatations qui ont été 
a la base de la méthode et les principaux travaux auxquels elle 
a donné leu, nous rapporterons nos observations relatives tant 
a la technique utilisable qu’aux constatations qu’elle a permises. 
Nous tenterons de dégager, des résultats obtenus avec les sérums 
provenant soit de malades présentant des formes cliniques diverses 
de V’infection ourlenne, soit de sujets bien portants ayant été 
atteints ou non antérieurement de cette maladie, la valeur pratique 
de la méthode, valeur appréciée de fagon absolue et comparati- 
vement a la réaction de déviation du complément. 


On sait, depuis les travaux de J. H. Levens et J. F. Enders [2], 
de W. I. B. Beveridge, avec P. E. Lind [3] d’une part, et P. E. Lind 
et S. G, Anderson [4] d’autre part, de F. M. Burnet [5], de G. Henle, 
W. Henle et S. Harris [6], que l’inoculation dans l’ceuf embryonné 
de virus ourlien fait apparaitre un pouvoir hémagglutinant dans les 
liquides et, & un degré moindre, dans les extraits de membranes 
amniotiques et allantoiques, ainsi que dans le liquide vitellin. Il est 
admis que le virus agglutine les hématies de poulet et de cobaye et, 
bien que plus faiblement, celles de homme. 

Diverses propriétés de l’hémagglutinine ont été étudides, en particu- 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 7 février 1952. 
(1) Ces travaux ont été réalisés grace 4 une subvention de la Caisse 
nationale de Sécurité sociale. 
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lier, par les différents auteurs cités ci-dessus, tandis que F. M. Burnet, 
J. F. McCrea et J. D. Stone [7] précisaient les caractéres des récep- 
teurs globulaires comparés & ceux d’autres ultra-virus. 

On se devait ultérieurement de rechercher, comme G. K. Hirst [8], 
L. MacClelland et R. Hare [9] l’avaient fait pour le virus grippal, 
lexistence d’une inhibition spécifique. Elle put étre mise en évidence 
dans le sérum d’hommes convalescents d’oreillons [3], ainsi que 
dans celui de singes par J. F. Enders, J. Levens, J. H. Stokes, J. Maris 
et W. Berenberg [40], et de lapins [3] inoculés avec le virus vivant. 

Mais on ne tardait pas a déceler l’existence d’inhibiteurs non 
spécifiques de l’hémagglutination dans les divers liquides de l’cuf 
embryonné normal, en particulier 4 partir du treizitme jour [3], dans 
les suspensions de membranes de l’ceuf [6] et surtout, phénoméne 
pouvant troubler les applications pratiques de la méthode, dans les 
sérums d’hommes ou d’animaux normaux non immunisés [3], dans 
les extraits de tissus (W. F. Friedwald, E. S. Miller et L. R. Wha- 
teley [44]). 

On était alors amené & étudier les conditions de destruction de ces 
inhibiteurs non spécifiques [3]. 

Les quelques difficuités rencontrées étant surmontées, on pouvait 
alors utiliser la méthode d’inhibition de Vhémagglutinine ourlienne, 
pour déceler l’infection ourlienne dans ses diverses manifestations chez 
l’homme, et comparer entre elles les diverses techniques immuno- 
logiques proposées. Les résultats de telles recherches ont été rap- 
portés et commentés notamment par E. Robbins, L. Kilham et 
J. F. Enders [42], J. Aykawa et G. Meiklejohn [43], Florman et 
Kutch [44], L. Kilham [45], A. E. Feller et W. S. Jordan [46], 
Lundback [47], Hook, Poole et W. F. Friedwald [48]. 


MATERIEL ET METHODE UTILISES. 


HémaAGGLuTININnE. — Récolte. — Elle a été obtenue par inoculation 
a l’oeuf embryonné de la souche VCR que nous avons isolée en 1951 
au cours d’une épidémie d’oreillons [4]. 

Lorsque nos recherches ont commencé, elle était & son dix-septiéme 
passage sur ceuf. Les passages étaient faits une fois par semaine par 
inoculation A des ceufs de 7 jours.et récolte aprés cing jours d’étuve 
4 85°. Nous avons pu d’ailleurs obtenir de bonnes hémagglutinines 
aprés sept jours. Toutes les séries comportaient des inoculations par 
voie intra-amniotique d’une part et par voie intra-allantoidienne 
d’autre part, ce qui était aisément réalisable par la technique que nous 
avons proposée [1]. Bien que notre souche VCR soit adaptée au liquide 
allantoidien, nous estimions préférable de continuer des passages dans 
l’amnios. Ce sont eux d’ailleurs qui, le plus souvent, nous donnaient 
des taux élevés d’hémagglutinine. Nous avons toujours utilisé du virus 


actif. 


On sait que le développement de cette hémagglutinine comporte 
d’assez grandes variations et que si certaines souches bien adap- 
tées comme celle de Enders, que nous avons étudiée également, 
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donnent souvent des taux assez constants, il arrive que ceux-ci 
different notablement d’une récolte a l’autre. Ayant recherché les 
causes de ces variations souvent importantes, il nous est apparu 
trés vite que les taux d’hémagglutinine étaient fonction de la dose 
infectante qui ne devait pas étre trop forte. Ces faits sont 
conformes a ceux notés pour le virus grippal [28, 29] et aussi le 
virus ourlien pour lequel Ginsberg et coll. [80] ont établi une 
formule donnant le taux d’hémagglutinine obtenu en fonction dc 
la dose infectante 50 p. 100. 


Les dilutions utilisées ont varié selon les périodes entre 1/4 000 000 
et 1/10 000 000. Nous pouvons utiliser actuellement les dilutions 
de 1/16 000 000 et 1/32 000 000. 


Mais nous devons reconnaitre que méme avec des dilutions 
apparemment convenables de virus, il arrive que l’on obtienne des 
taux trés variables d’agglutinines, selon les séries et sans qu'il 
soit possible de mettre en évidence une cause précise. 


Initialement, et alors que notre souche était encore peu apte A se 
développer dans le liquide allantoique, nous avons utilisé comme source 
d’hémageglutinine exclusivement les liquides ammniotiques. Ultérieu- 
rement nous avons employé les liquides allantoiques sous forme de 
mélange de la récolte de 4 a 5 ceufs, mélange dont le titre hémag- 
glutinant pour les hématies de poulet (méthode en tube [voir plus 
loin]) était de 1/1 280, souvent égal a 1/5 120. 


Conservation. — De divers travaux publiés [8, 17] et des indi- 
cations recueillies auprés de divers virologues, il parait ressortir 
que, contrairement a ce que l’on observe pour le virus grippal, 
Vhémagglutinine ourlienne se conserve mal. La plupart des expé- 
rimentateurs utilisent donc des liquides amniotiques ou allan- 
toiques fraichement recueillis. Nous avons cru utile de procéder 
a des essais de conservation. 


Rappelons tout d’abord les observations faites avec des liquides 
recueillis lors des vingt et uniéme et vingt-deuxiéme passages et titrés 
en présence d’hématies de cobayes par la méthode dite centripéte (voir 
plus loin) : liq. am. 101 (2), titre initial 1/32, aprés trois mois 1/8 ; 
liq. am. 117, titre initial 1/640 devenu 1/32, 1/16, 1/8 respectivement 
aprés trois, quatre et six mois ; lig. am. 410, titre initial 1/4, aprés 
quatre mois 0. 


Nous avons essayé, nous inspirant des recherches de W. I. B. 
Beveridge et P. E. Lind [8], l’action du formol. 


(2) Lire : pour liq. am = liquide amniotique ; pour liq. all. = liquide 
allantoique. 
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Il a été procédé & un mélange a parties égales de liquide allantoique 
et d’une solution tampon de Salk formolée de facon a obtenir des 
concentrations finales en formol de 0,2 p. 100, 0,1 p. 100, 0,05 p. 100, 
0,025 p. 100. Le liq. am. 111, titre initial (méthode en tube en présence 
d’hématies de poulet) de 1/5120, donnait respectivement aprés un et 
deux mois (premier et deuxiéme chiffre) de conservation A 0°-4°, pur : 
1/2 560 — 1/1 280 ; dilué au demi en Salk : 1/1 280 —1/640 ; formolé 
a 0,2 p. 100 : 1/640 — 1/80; formolé a 0,1 p. 100 : 1/1 280 — 1/1 280 ; 
formolé a 0,05 p. 100 : 1/1 280 + 1/2 560 — 1/1 280 ; mémes résultats 
pour 0,025 p. 100 de formol. 

Le méme liquide congelé pur 4 — 20° donnait aprés un mois 1/80 
et aprés deux mois 1/40. 


Une formolation faible inférieure a celle indiquée par Beve- 
ridge [3], soit 0,1 p. 100 4 0,025 p. 100, nous a done donné de 
bons résultats. Mais on notera que sans formol, le liquide gardait 
un pouvoir hémagglutinant satisfaisant aprés deux mois. 

Si, au début de notre étude, nous avions des durées de conser- 
vation limitées, c’est parce que, semble-t-il, les taux d’hémag- 
glutinine étaient faibles. Dés que nous avons obtenu des liquides 
donnant, avec les hématies de poule et en tube, des taux 1/2 560, 
nous avons pu conserver plusieurs semaines des produits dont 
la baisse du pouvoir hémagglutinant était minime. 

Nous avons, par ailleurs, étudié action de solution-tampon 
au glycocolle 0,1 p. 100 et 0,1 p. 1 000 avec toute une gamme de 
pH de 6,3 4 7,9, selon les méthodes proposées par G. L. Miller [49] 
pour la conservation de ’hémagglutinine grippale. 


Nous avons constaté que, avec un pH de 7,9, la baisse du taux 
d’hémagglutination était de 16 unités en deux mois, alors qu’elle 
n’était que de 2 avec un pH de 6,8 ou 7,4, ce qui nous parait étre le 
plus favorable. 


Nous avons essayé de conserver |’hémagglutinine dans une 
solution de phénergan, en tenant compte des observations faites 
par Leduc [20] concernant la conservation des tissus et les hypo- 
theses relatives au mécanisme de ce phénoméne attribué par 
certains a un blocage d’enzymes. 


Nous avons constaté d’assez notables variations dans l’effet conser- 
vateur apprécié par titrages en présence d’hématies de cobayes par la 
méthode centripéte. Mais avec les hématies de poule et en tube la baisse 
était A peu pres égale a celle observée aprés conservation par le formol. 

Nous devons signaler que, par ailleurs, nous avons pu utiliser une 
hémagglutinine qui nous avait été obligeamment remise par M. Cabasso 
(de la Division des Virus du D* Cox au Laboratoire Lederle, 4 Pearl 
River, N. Y.). Conservée par un procédé spécial qui doit faire l'objet 
d’une prochaine publication [32], elle a gardé intégralement le titre 
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constaté lors de la réception pendant plus d’un an de conservation 
a 0°-4° (méthode cobaye centripéte). 


Nous avons précédemment [41] rappelé Vintérét de la méthode 
de F. Forster et E. Carson [24] pour la concentration de lhémag- 
glutinine, en particulier pour des liquides amniotiques. Elle nous 
a permis de concentrer dix fois sans difficulté la teneur en hémag- 
glutinine mais, conservé a 0°-4°, le produit concentré (pour 
3 échantillons du moins) n’a pas conservé son titre. I] conviendra 
de procéder a d’autres contrdles. 

En résumé. — L’hémagglutinine ourlienne peut se conserver 
sans adjonction d’autres produits dans un liquide allantoique ou 
le virus s’est développé de facon satisfaisante. I] semble que la 
durée de conservation soit fonction de la concentration initiale 
en hémagglutinine du liquide amniotique ou allantoique. Mais 
il n’est pas douteux que cette conservation peut étre facilitée par 
divers procédés. L’addition de faibles quantités de formol ou 
d’une solution-tampon au glycocolle 4 pH convenable parait a 
retenir. Mais d’autres méthodes a ]’étude ou dont Ja publication 
est en cours donneront sans doute des résultats encore plus satis- 
faisants [33]. 

Titrage de lV hémagglutinine. — Nous n’insisterons pas sur les 
techniques employées, ou du moins sur celle effectuée en tubes 
daprés les données de Salk [22] pour le virus grippal, ou celle 
proposée par Robbins, Kilham, Levens et Enders [42]. 


Notre technique a été la suivante : emploi de tubes 80-85 mm x 8- 
10 mm 4a fond trés régulitrement hémisphérique. Répartition dans 
chaque tube de 0,25 ml de dilutions croissantes du virus hémageglu- 
tinant a partir d’une dilution-mére au 1/10 en solution-tampon de 
Salk (NaCl, 170 g ; PO,H,K, 13,60 g ; NaOH, 2 g pour 1000 cm® d’eau 
distillée, solution-mére A diluer A raison de 50 cm? pour 950 cm? 
d’eau distillée et donnant un pH de 7,1-7,2). Addition dans chaque tube 
de 0,25 ml de suspension d’hématies a 0,5 p. 100. Sédimentation 
pendant un temps nécessaire pour obtenir un culot a bords parfai- 
tement nets. Le temps nous a paru, apres étude, étre de une heure 
quinze pour les hématies de poule, de deux heures pour celles de 
cobayes, de deux heures trente pour celles d’homme et de mouton. 


Mention particuliére doit étre faite de l’influence des hématies 
employées. On sait qu'il a été admis [8] que les taux les plus 
élevés d’hémagglutination étaient obtenus avec les hématies de 
poule (encore que des variations importantes puissent étre obser- 
vées selon la provenance du sang [8, 417]) et de cobayes, les 
globules rouges humains donnant des taux plus faibles. Avec des 
hématies conservées en solution d’Alsever nous avons constaté 
des variations conformes a celles ci-dessus rappelées. 
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Nous croyons devoir attirer l’attention sur la méthode que nous 
avons adoptée pour effectuer un titrage rapide de l’hémagglu- 
tinine, en particulier au moment de la récolte des liquides amnio- 
tiques et allantoiques. C’est une adaptation au virus ourlien de 
celle préconisée par Himmelweit [23] pour le titrage du virus 


grippal. 


Utilisation de plaques de verres creusées de cupules en forme de 
calotte sphérique de 20 mm de diamétre et de 2 mm de profondeur 
maxima. Dépdt successif dans les cupules de II gouttes de liquide 
a titrer dilué ou non, et de IL gouttes de suspension d’hématies. 
Agitation, pendant cinq minutes, aprés repos de cing minutes, sur un 
appareil spécial dit « centripéte » construit d’aprés les données 
d’Himmelweit [23]. Lecture aprés dépédt de la plaque sur une caisse 
vitrée 4 fond noir avec éclairage indirect. Les hématies non agglu- 
tinées donnent, dés arrét de l’agitation, une suspension homogéne, 
celles qui ont subi l’agglutination des amas plus ou moins volumineux 
avec éclaircissement du liquide, le maximum étant représenté par un 
seul amas central avec éclaircissement total du liquide. Ultérieurement 
les hématies non agglutinées se déposent en une pastille centrale a 
bords nets. 


La méthode que nous avons utilisée, et qui n’est pas exacte- 
ment celle d’Himmelweit (car nous n’avons pas pu obtenir les 
plaques avec anneaux en peinture spéciale), donne des résultats 
immédiatement exploitables, mais des titres nettement inférieurs 
4a ceux obtenus avec la méthode en tube rappelée plus haut. 


A titre d’exemple nous donnerons quelques résultats avec une 
suspension d’hématies de cobayes, avec la méthode centripéte (C) et 
om ‘iulies (GR), Jinan. ain, Sih (Ce Bh. i IVD Aber, eens 229) 
C = 1/16, T = 1/128 ; liq. am. 410, C = 1/4, T = 1/64. 

Par contre, avec les hématies de poule, les titres obtenus par la 
méthode en tubes-sédimentation et en plaque centripéte étaient les 
mémes. 


Il convient d’attirer l’attention sur la simplification qu’apporte 
Vusage des hématies de poule ou humaines du groupe O en évitant 
Yabsorption préalable des sérums a4 expertiser dans l’épreuve 
d’inhibition dont nous allons rappeler briévement la technique. 

Technique de la recherche du pouvoir inhibileur spécifique des 
sérums, — Elle peut, comme celle du titrage de l’hémagglutinine, 
étre effectuée en tube et par sédimentation ou sur plaque avec 
Vappareil centripéte avec hématies humaines. Nous avons utilisé 
les deux techniques, mais préférons actuellement celle en tubes 
avec hématies de poule qui est la suivante : 


Répartition successivement dans des tubes de 80-85 mm x 8-10 mm : 
1° de 0,25 ml de sérum a expertiser dilué au 1/10, 1/20, 1/40, etc. ; 
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2° de 0,25 ml de suspension de virus titré a 4 unités pour 0,25 ml ; 
3° de 0,50 ml de suspension d’hématies de poule a 0,5 p. 100. Attente 
une heure quinze 4 la température du laboratoire. Lecture sur miroir 
concave. 

Pour la méthode sur plaques avec agitation dite centripéte, la 
technique est la méme ; seuls différent les volumes qui sont respec- 
tivement de : 1° 0,05 ; 2° 0,05 ; 3° 0,1. Repos cinq minutes. Agitation 
cing minutes et lecture. 


Les sérums étudiés ont tous été préalablement chauffés a 60° 
pendant trente minutes, technique proposée dés les premiéres 
recherches sur la réaction d’inhibition [8] et qui nous a paru la 
plus simple et la plus sire. 

Nous croyons devoir rappeler briévement les résultats comparés 
obtenus avec la méthode plaques centripetes avec les hématies 
humaines et la méthode sédimentation-tubes avec les hématies de 
poule. Nous devons au préalable attirer l’attention sur le fait que 
cette deuxiéme réaction a été effectuée six mois aprés la premiére 
avec des sérums conservés a 0°-4°. 


4 


A. Méthode plaques centripétes-hématies humaines. — a) 18 sérums 
de malades prélevés au début et au décours des oreillons (quinze 
4 vingt jours) : 10 ne donnent pas de différence de taux d’inhibition, 
3 une différence de 1 tube (non significative), 5 une différence de 
2 tubes (réaction posilive), les titres des premiers sérums étant de 
1/40 a 1/820. 

b) 6 sérums de sujets normaux: aucune différence de taux. Titre 
de base élevé : 1/80, 1/160. 

B. Méthode tubes-sédimentation-hématies de poule. — a) 18 sérums 
de malades. Sur les 10 sérums négatifs avec la méthode précédente, 
3 sont négatifs, 2 donnent une différence de 1 tube (non significative), 
3 une différence de 2 tubes (réaction positive), 2 une différence de 
3 tubes (réaction positive). Parmi les 5 sérums donnant une différence 
de 2 tubes pour la méthode sur plaque, on note, avec la méthode en 
tube, une différence de 2 tubes, une de 3, une de 4, une de 5 tubes. 

b) Sérums normaux : pas de différence. Taux de base de 1/10 a 1/20. 


On notera done les différences importantes entre les deux 
méthodes qui, avec les sérums de malades (précoces et tardifs), 
donnent des résultats positifs chez 10 p. 100 avec les hématies 
humaines sur plaque et 84 p. 100 avec les hématies de poulet en 
lube, chiffre qui serait probablement nettement supérieur si ces 
derniéres réactions avaient été effectuées sur des sérums fratche- 
ment recueillis. 

I] faut, semble-t-il, incriminer moins la méthode que les 
hématies. Florman [24] a en effet montré que pour la souche 
Enders, l’hémagglutination est fortement inhibée pour les héma- 
lies humaines O, en présence de liquide allantoide normal (inter- 
vention d’un co-enzyme au complexe virus-inhibiteur). I] semble 


g 
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que le méme phénoméne se produise avec le sérum normal qui est 
plus inhibiteur pour l’hémagglutination avec les hématies humaines 
qu’avec les hématies de poule. 

Nous avons diailleurs vérifié ultérieurement, au moyen de 
réactions faites simultanément par les deux méthodes, avec des 
sérums fraichement prélevés, que la technique sur plaque centri- 
péte et avec sédimentation-tubes donnait, pour les hématies de 
poule, des résultats 4 peu prés comparables. Nous devons signaler 
Vaspect non absolument homogéne des suspensions d’hématies 
de poule quwil ne faudrait pas considérer comme une ageluti- 
nation. On peut trés aisément éviter cette erreur. 

En terminant, nous devons attirer l’attention sur les difficultés 
rencontrées pour obtenir, avec un méme sérum, une réaction 
témoin utilisable pour chaque série de séro-diagnostics. II arrive, 
en effet, qu’avec un méme sérum, cependant conservé dans les 
meilleures conditions et peu de temps, on obtient des taux d’inhi- 
bition trés différents. Ceci avait d’ailleurs été noté par ‘Lund- 
back [47] en incriminant des variations de comportement des 
hématies. 


RESULTATS OBTENUS. 


Nous nous sommes proposé d’étudier, a l’aide d’une souche 
isolée en France (VCR), les taux d’inhibition spécifique obtenus 
avec les sérums de malades atteints de formes cliniques diverses 
de l’infection ourlienne d’une part, et avec des sérums de sujets 
normaux d’autre part. Cette derniére investigation avait pour but, 
en particulier, d’apprécier sil était possible, sur un seul sérum, 
d’obtenir une réponse significative en cas de maladie. 

L’inhibition a été étudiée en tubes et avec des hématies de 
poule. 


A. La REACTION D’INHIBITION CHEZ LES MALADES ATTEINTS D OREIL- 
Lons (1) — Nous distinguerons les résultats obtenus avec des 
sérums fraichement recueillis et avec des sérums prélevés plu- 
sieurs mois auparavant, ce qui permettra d’apprécier la durée de 
conservation des anticorps inhibiteurs. 

a) Sérums fraichement prélevés. — L’étude a porté sur 
69 sérums correspondant a 30 malades. Les sérums « précoces » 
étaient prélevés entre le premier et le sixiéme jour, les sérums 
« tardifs » entre le septiéme et le vingt-cinquiéme jour, parfois 
plus. Les taux obtenus ont été réunis dans le tableau I (*). 


On y constate nettement l’augmentation du pouvoir inhibiteur au 
décours de la maladie. Les taux de 1/160 et au-dessus ne s’observent 


(*) Nous remercions le professeur agrégé Darbon, du Val-de-Grace, 
qui nous a remis une partie des sérums utilisés pour cette étude. 
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TasLeau I. — Réaction d'inhibition de l’hémagglutination 
au cours et au décours des oreillons (antigéne VCR). 
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qu’a partir du sixiéme jour; les taux égaux ou supérieurs 4 1/640 
a partir du dix-neuviéme jour aprés le début de la maladie. 

Si l’on cherche a apprécier les différences observées pour un méme 
malade entre le sérum « précoce » et le sérum « tardif » [appréciées 
en « nombre de tubes »] (8), on trouve pour 30 malades : différence 
nulle, 2; de 1 tube, 1 ; de 2 tubes, 5 ; de 3 tubes, 9; de 4 tubes, 4; 
de 5 tubes, 2 ; de 6 tubes, 7 ; de 10 tubes, 1. 


Ainsi, 28 malades sur 30 ont un sérum donnant un taux signi- 
ficatif a’ inhibition, soit 93,24 p. 100. 

b) Sérums conservés. — Nous avons gardé en ampoules scellées 
au réfrigérateur a 0°-4° des sérums stériles prélevés depuis quinze 
i vingt-quatre mois lorsque nous avons mis en ceuvre la réaction 
d’inhibition. 

L’étude a porté sur 104 sérums correspondant 4 52 malades. 
Les différences du pouvoir inhibiteur entre le sérum précoce et 
le sérum tardif (4) ont été: nulle chez 12 malades (23 p. 100); 
de 1 tube chez 9 (17,4 p. 100) ; de 2 tubes chez 15 (28,8 p. 100); 
de 3 tubes chez 12 (23 p. 100); de 4 tubes chez 3 (5,6 p. 100) ; 
de 5 tubes chez 1 (2 p. 100). 

Ainsi, pour 59,5 p. 100 des sérums, on décelait une augmen- 
tation significative (= 4 2 tubes) du taux des inhibiteurs spéci- 
fiques. 

On peut donc admettre que ces anticorps se conservent en 
partie, du moins pendant quinze a vingt-quatre mois, a 0°-4°. 


B. La REACTION D’INHIBITION CHEZ LES SUJETS NORMAUX. — Nous 
avons utilisé, pour ces recherches, le sérum de 145 étudiants en 
médecine de |’Ecole du Service de Santé de l’Armée, étudiants 
dont nous connaissions avec précision les antécédents patholo- 
giques et immunologiques. Ils étaient originaires de diverses 
régions de France. 

‘Les résultats obtenus sont exposés dans le tableau II, dans 
lequel ont été figurés les antécédents, en tenant compte de |’exis- 
tence d’une infection ourlienne antérieure cliniquement typique ou 
de la notion de contact avec des sujets atteints de cette maladie. 

On constate que le pouvoir inhibiteur pour une dilution au 1/40 
n’est obtenu que pour des sujets ayant des antécédents d’oreillons 
ou ayant été en contact certain avec des oreillards. A l’opposé, 
une proportion importante (75,8 p. 100) de sujets ont un sérum qui 


(3) Nous disons « différence de 1 tube » entre le sérum précoce et le 
sérum tardif lorsque, par exemple, le sérum précoce donne 1/20, le 
sérum tardif 1/40. On a 4 tubes si sérum précoce = 1/20 et sérum 
tardif = 1/160. 

(4) Le sérum « précoce » était prélevé du premier au cinquiéme jour, 
le sérum « tardif » & partir du quinziéme jour. 
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TaBLeau ll. — Réaction d’inhibition de !hémagglutination 
chez les sujets normaux. 
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ninhibe pas a Ja dilution au 1/10, méme s’ils ont des antécédents 
d’oreillons (27 p. 100). 

Au contraire, popur les taux au 1/10, on trouve 65,5 pp. 100 
d’antécédents d’oreillons, au 1/20 (66,6 p. 100). 

Compte tenu de ces constatations et de celles citécs plus haut 
relatives 4 ce que seuls les sujets au décours des oreillons ont un 
pouvoir inhibiteur supérieur ou égal a 1/160, on serait tenté 
d'admettre que ce taux peut étre considéré comme significatif d’une 
infection récente. Ceci dans le cas malheureusement fréquent ot 
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l’on n’a pas pu obtenir de sérum précoce et ot l’on ne pourra 
recevoir un prélévement postérieur de dix A quinze jours a celui 
ayant fourni le sérum expertisé qui, éventuellement, révélerait une 
différence en plus ou en moins significative. Il faudra cependant 
faire des réserves, vérifier que des sérums de sujets normaux en 
nombre suffisant ne donnent pas d’inhibition pour des dilutions 
élevées et connaitre les causes d’erreurs dues aux anticorps anti- 
Newcastle [34]. 

Il sera bon aussi de confronter les résultats de la réaction d’inhi- 
bition avec ceux fournis par la méthode de fixation du complément. 


ETUDE COMPAREE DE LA REACTION D INHIBITION 
DE L’ HEMAGGLUTINATION 
ET DE LA REACTION DE FIXATION DU COMPLEMENT. 


Nous donnerons comme précédemment les résultats obtenus avec 
des sérums fraichement recueillis et avec des sérums conservés. 

a) Sérums fraichement recueillis (830 malades) : 

Les résultats sont exprimés dans le tableau ci-dessous 


DIFFERENCES 
DILUTION entre le pouvoir inhibiteur du sérum précoce et du sérum tardif 
donnant une (en nombre de tubes) 
fixation du C! 
positive 


1 (6) 


Si l'on met 4 part un sérum du douziéme jour (a), il y a concordance entre les données 
de la réaction d’inhibition et de la fixation du C! sauf pour un sérum (4) qui donne un laux 
non significatif pour la premiére et nettement positif pour la seconde. 


b) Sérums conservés. — Nous avons étudié les sérums précoces 
et tardifs (conservés depuis quinze a vingt-quatre mois a 0°-4°) de 
52 malades. Les résultats figurent dans le tableau ci-aprés ot 
sont inscrits, de haut en bas, les dilutions donnant une réaction de 
fixation du C’ (5) positive (effectuée avec le sérum tardif), et, de 
droite a gauche, les différences entre les taux d’inhibition des 
sérums précoces et tardifs calculés en tubes (voir plus haut). 


(5) Lire : C’ = complément. 
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DIFFERENCES - 
DILUTION entre le pouvoir inhibiteur précoce et tardif 
(en nombre de tubes) 


donnant une fixation 


dn C! positive 


Rom OOO 


Si Yon admet que la réaction est positive a partir du 1/8 en 
fixation du C’, on constate que pour 21 sérums donnant une réaction 
de fixation du C’ positive, la réaction d’inhibition a été néga- 
tive (pour 12) ou non significative (pour 9). Un tel résuliat, comple 
tenu des conditions dans lesquelles la réaction a été effectuée, peut 
étre interprété soit comme traduisant une plus grande sensibilité 
de la réaction de fixation du C’, soit comme une conservation meil- 
leure a 0°-4° des anticorps intervenant dans la réaction de fixation 
du C’ que de ceux qui réalisent l’inhibition de ’hémagglutination. 
Ce serait la, en quelque sorte, une confirmation du fait déja 
constaté par d'autres observateurs [40] que les deux anticorps 
sont différents. 

Discussion. 


Ainsi que nous l’avons précédemment rappelé, les publications 
relatives 4 la valeur. des méthodes sérologiques pour le diagnostic 
des oreillons sont relativement peu nombreuses [413, 44, 45, 46, 17, 
18], et certaines d’entre elles ne concernent qu’un petit nombre 
de controles [44, 16]. 

Ne pouvant en faire ici une étude critique compléte, nous 
nous bornerons a résumer l’essentiel des constatations faites en 
y ajoutant les appréciations données dans des publications 
concernant les méthodes de diagnostic des maladies virales. 

Il ne sera pas question de la réaction dite « de Burnet » [25], 
qui n’a fait l’objet que d’un petit nombre de travaux. En outre, 
malgré les résultats satisfaisants rapportés par Hannoun [26] et 
que nous n’avons pas pu retrouver (par suite, peut-étre, d’une 
technique défectueuse, mais pour une raison qui nous échappe), 
Vattention a été attirée sur les difficultés rencontrées pour obtenir 
des suspensions stables par Henle [27], tandis que certains 
auteurs [43], pour des raisons analogues et malgré des travaux 
initiaux intéressants, paraissent avoir abandonné cette méthode (6). 


(6) Communication personnelle récente. 
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En ce qui concerne |’étude comparée de la réaction de fixation 
du complément et de la méthode d’inhibition de I’hémagglutination, 
on constate que certains observateurs les considérent comme étant 
de méme valeur pratique et, par conséquent, interchangeables [45, 
16], compte tenu de leur sensibilité et de leur spécificité. Ils passent 
sous silence les difficultés pratiques relatives a la nécessité d’avoir 
constamment préte 4 l’emploi une hémagglutinine (sauf a obtenir 
sa conservation suffisante). 

D’autres, au contraire, notent les causes d’erreurs possibles dues 
aux inhibiteurs non spécifiques [27, 17] et aussi a la difficulté 
d’obtenir, avec un sérum de référence, un témoin valable [47], 
fait que nous avons signalé, tendant a donner la préférence A la 
réaction de fixation du C’. 

Pour un diagnostic précoce, les deux méthodes seront mises en 
général sur le méme plan et ]’apparition des anticorps fixateurs 
du C’ et inhibiteurs se ferait, de l’avis de la plupart des obser- 
vateurs, chez l’homme atteint d’oreillons typiques ou de méningites 
ourliennes A peu prés en méme temps (a partir du douziéme- 
quinziéme jour); mais le taux maximum est celui des anticorps 
inhibiteurs [43]. Ceci est d’ailleurs en contradiction avec les obser- 
vations faites dans ]’infection ourlienne expérimentale du singe [40] 
chez lequel les anticorps fixateurs du C’ apparaissent avant les 
inhibiteurs de Vhémagglutination et atteignent plus vite qu’eux 
leur maximum. 

Enfin, le probléme de la signification d’un taux élevé d’anticorps 
dans un seul sérum (en l’absence d’une comparaison possible avec 
un sérum prélevé a un intervalle suffisant) a été diversement résolu. 

Plusieurs auteurs admettent qu'un taux élevé d’anticorps 
fixateurs du C’ (= 1/64 ou S 1/128) signifie qu’une infection 
ourlienne a évolué récemment, alors que certains considérent qu’ une 
concentration élevée en anticorps inhibiteurs de l’hémagglutination 
ne peut étre estimée significative [46]. I] est certain que la méthode 
de l’inhibition de ’hémagglutination est plus sujette a erreur que 
la réaction de fixation du C’. Mais si on trouve dans un seul sérum 
un titre élevé d’inhibiteurs, on peut cependant, apres les précau- 
tions indiquées plus haut et les réserves nécessaires, faire intervenir 
cette donnée a cété d’autres constatations cliniques ou biologiques 
pour un diagnostic. 

En terminant, nous croyons devoir attirer l’attention sur la plus 
erande sécurité que donne, pour un examen fait sur un seul sérum, 
la réaction de fixation du C’. Malgré les discordances observées 
(voir tableau III) et compte tenu du fait que sont classés dans les 
antécédents connus positifs des sujets ayant eu les oreillons 
plusieurs années auparavant, elle permet une appréciation plus 


stre. 
Enfin, on ne saurait négliger l’intérét que peut présenter cette 


Annales de l'Institut Pasteur, t. 82, n° 6, 1952, 47 
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Tastrau II]. — Réaction de fixation du complément 
chez les sujets normaux. 
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DILUTION DU SERUM DONNANT LA FIXATION DU C’ 


derniére réaction lorque la réaction de fixation du C ne peut élre 
faite en raison du pouvoir dit anti-complémentaire du sérum A 
expertiser ; ce qui nous est arrivé jusqu’ici une fois. 


RESUME. 


Si la réaction d’inhibition spécifique de V’hémagelutination au 
virus ourlien a été proposée il y a plusieurs années, les travaux 
relatifs 4 sa mise en ceuvre pour le diagnostic de 1l’infection 
ourlienne et les enquétes immunologiques ou épidémiologiques 
concernant cette maladie demeurent peu nombreux. Il a donc 
paru utile de procéder a cette étude dans notre pays. 

Les conditions d’obtention a partir d’une souche isolée en 
France, la mise en évidence et le titrage de ’hémagglutinine, sa 
conservation (qui apparait plus longue qu’on avait paru l’admettre 
et qui peut étre augmentée par divers procédés) ont été étudiés. 

Deux techniques de titrage de l’inhibition (méthode sur plaques 
a godets avec agitation dite « centripéte » et méthode en tubes 
avec sédimentation) ont été comparées. 
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Une étude de la conservation des anticorps inhibiteurs a éga- 
lement été faite. 

Les résultats obtenus chez 82 malades atteints d’infection 
ourlienne sont rapportés. Ils sont comparables a ceux publiés a 
ce jour, compte tenu de la suppression de l’inhibiteur non spéci- 
fique des sérums par chauffage a 60°. 

Comparée 4 la méthode de fixation du complément, la réaction 
de l’inhibition de ’hémagglutination nous est apparue moins stire 
et moins pratique. 

L’étude de 143 sérums de sujets normaux a antécédents connus 
révéle qu’une forte proportion d’entre eux ne contiennent que des 
taux trés faibles d’anticorps inhibiteurs, et méme chez un certain 
nombre de sujets ayant eu antérieurement les oreillons. On pourrait 
étre amené a considérer comme significatif d’une infection récente 
un taux d’inhibition spécifique élevé, avee cependant quelques 
réserves et en se référant 4 un nombre de contrdéles suffisants 
effectués strictement avec la méme méthode. 
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SUR LA TENEUR 
EN « COMPLEXE LIPIDIQUE PERIPHERIQUE » 
DES BACILLES ACIDO-ALCOOLO-RESISTANTS. 
NOTION DE CYCLE VITAL LIPIDIQUE DE CES GERMES. 


par J. DESBORDES et Er. FOURNIER (’) [4]. 


(Hépital Bichat. Service du D* J. Paraf.) 


'L’acido-alcoolo-résistance (A. A. R.) des germes du genre Myco- 
bacterium pose un probléme de physiologie microbienne. I] est 
admis que cette propriété tinctoriale est due a des molécules 
lipidiques des couches périphériques des bacilles. Ces lipides, 
vraisemblablement les acides-alcools mycoliques, sont synthétisés 
erace a léquipement enzymatique étroitement spécialisé de ces 
sortes de germes. 

Mais, comme le soupgonnaient déja des auteurs anciens [5], 
cette A. A. R. n’est pas constante ; elle dépend d’une quantité de 
facteurs qui influent sur Jlactivité enzymatique du germe et 
Vapport métabolique. 

Le phénoméne de lA. A.R. peut étre étudié de différentes 
facons : la plus simple étant examen microscopique aprés colo- 
ration classique de Ziehl-bleu de méthyléne ; une autre, plus 
complexe, étant le dosage de la teneur en lipides des différents 
germes en faisant varier divers facteurs. 

De ce fait, plusieurs observations ont pu étre notées, malgré 
les difficultés et, souvent, lVimprécision des résultats. Nous 
n’insisterons pas sur la difficulté de déterminer les proportions 
relatives de bacilles jeunes et de bacilles 4gés ou, dans les dosages 
purement chimiques, d’assurer que ceux-ci sont en rapport avec 
des germes jeunes ou vieux. Dans ce cas, le seul critére possible 
est l’Age de la culture. Malheureusement, la pousse particuliére 
de ces germes est lente et, suivant Vexpression d’Andrejew : 
« Age réel d’un bacille tuberculeux n’a pas de rapport précis 
avec le nombre de jours passés 4 |’étuve » [4]. 


(*) Société francaise de Microbiologie, séance du 7 février 1952. 
(1) Travail subventionné par l'Institut national d’Hygiéne (professeur 
Bugnard) et la Caisse nationale de Sécurité sociale. 
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Les travaux des cytologistes tels que Besangon, Négre, Boquet, 
Laporte, Hauduroy, etc. [8, 6, 9] ont permis de préciser que 
VA. A. R. ne dure pas toute la vie du germe — de la naissance 
a la mort —, particularité que Hauduroy [6] résume ainsi : « La 
perte de l’acido-alcoolo-résistance semble l’apanage des formes 
jeunes et probablement aussi des formes Agées ou trés dgées. Ce 
caractére d’A. A. R. appartient aux formes adultes. Formes acido- 
alcoolo-résistantes et formes non A. A. R. sont les deux visages 
d’un méme germe, visages différents suivant l’age de cultures 
se développant librement. » De tels faits sont confirmés par 
’étude d’autres colorations (rouge neutre de Dubos, entre 
autres [8, 4)). 

Par ailleurs, les travaux chimiques, tant en Amérique (Ecole 
d’Anderson) qu’en France (Ecole de Macheboeuf et travaux 
récents de Lederer et Asselineau sous l’impulsion de Nine 
Choucroun [8, 5, 9]), ont mis en évidence l’existence de variations 
dans la teneur en lipides des bacilles jeunes ou vieux, les bacilles 
trés jeunes étant caractérisés par une teneur beaucoup plus 
faible en lipides. 


TAaBLEAu I. 


TEMPS 
en heures 
nécessaire 

pour obtenir 
de 75 4 90 p. 100 
NOMENCLATURE AGE DES CULTURES des germes 
ayant perdu 
leur A.A.R. 
sous Vaction 
des agents 
détersifs. 


; Jeune de 8 jours. 24 heures. 
. M Oe : are 
COTA edt tuberc re Adulte. : i2 & 74 heures. 
gée de 3 mois. 40 heures. 


. Mycobacterium tuberc. 
Jean Paraf Adulte de 30 & 60 jours.} 70 & 72 heures. 


. Mycobacterium tuberc. 
tirée d'un lupus Adulte de 30 4 60 jours.| 24 heures. 
. Mycobacterium tuberc. 
Courmont !Adulte de 30 & 60 jours.| 18 heures. 
} see : 8 jours. | 15448 heures. 
ée de 3 mois. a E 
6. Bacille pseudo-tuberculeur. Souche F3 P ; pee 
(Sartory, Schuster et Des- Jeune de 40 jours. 45 heures. 
hordes) Agée de plus de 3 mois.| 20 heures. 
. Para-tuberculeux. Souche 4149 ea 
(Institut d'Hygiene de Lau-) Jeune de 5 & 8 jours. 6 heures. 
sanne, professeur Hauduroy). Agée de 2 mois. 12 heures. 
. Souche 60 (3 Adulte de 30 & 60 jours.| 3 a 6 heures. 
. Souche 52 (Id.) Adulte de 45 jours. 4a5 
. Souche 88 (/d.) Adulte de 45 jours. 3 4 6 
Jeune de 24 heures. 2a 3 
4a 8 


. Mycobacterium phlei Agée de 1 mois 


heures. 
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Nous avons pensé apporter quelques contributions a cette 
étude en abordant le probléme par une voie différente. Des 
recherches préliminaires nous avaient donné la preuve que cer- 
tains corps tensio-actifs complexes ou des détergents anioniques 
purs, pouvaient arracher par dissolution les substances lipidiques 
acido-alcoolo-résistantes de la périphérie des bacilles du genre 
Mycobacterium [8]. 

Le temps mis pour obtenir un certain pourcentage de bacilles 


cyanophiles est fonction de la teneur en lipides : trés long 


pour les bacilles virulents adultes riches en lipides, il est plus 
court pour les bacilles de virulence atténuée et beaucoup plus 
court encore pour les bacilles para-tuberculeux. On peut, de ce 
fait, se faire une opinion sur la teneur en lipides des germes 
étudiés et dresser une sorte de carte des lipides des Mycobac- 
terium. 

TECHNIQUES UTILISEES. 


A. Germes utiuisEs, — Bacilles virulents tuberculeuz : 


4. Mycobacterium tuberculosis (souche Brévannes de l'Institut Pasteur). 
2. Mycobacterium tuberculosis (souche J. Paraf, isolée d’un liquide pleural). 


Bacilles tuberculeux atlénués : 


3. Mycobacterium tuberculosis (isolé d’un lupus tuberculeux). 
4. Mycobacterium tuberculosis (souche Courmont). 


BCG: 


5. BCG (culture en milieu de Sauton). 


Bacilles pseudo-tuberculeuz : 


6. Mycobacterium tuberculosis (souche F; Sartory, Schuster et Desbordes). 


Bacilles para-tuberculeuz : 


1. Mycobaeterium (souche 449 de Lausanne. Professeur Hauduroy). 
8. Mycobacterium (souche 60 [/d.]). 

9. Mycobacterium (souche 52 [Id.)). 

40. Mycobaeterium (souche 88 [Id.]). 

41. Mycobacterium phlei. 


B. Acents puysiqgurs. — a) Détergents anioniques purs : 


Produits industriels définis selon la nomenclature de Sisley. 
Igepal (Lauryl sulfate concentré). 
Ultravon. 


b) Produits tensio-actifs complexes impurs : 


Mélanges industriels de Lauryl-sulfate de soude et de dodécylbenzéne- 
sulfonate de soude. 


716 ANNALES PRE L’INSTITUT PASTEUR 


C. TECHNIQUES BACTERIOLOGIQUES. — a) Les germes sont préa- 
lablement isolés d’une culture classique et soigneusement lavés 
et dissociés, puis mis en suspension dans le liquide détergent 
a pH =7 (2) pendant un temps variable (de deux heures au 
moins & vingt-quatre heures au plus) [pour quelques souches par- 
ticuliérement virulentes, nous avons été obligés de porter ce 
temps a trente, quarante, voire soixante-quatorze heures}, dont 
cing heures au minimum d’agitation mécanique 4 raison de deux 
secousses par seconde (au-dessous de cing heures, tout le temps 
est passé en agitation). 

On opére a 15°-18°. | 

b) Toutes les deux heures, on fait un prélévement microbien. 

On sépare les germes par centrifugation 4 la suite de deux 
lavages a l’eau distillée. 

c) On étale en prenant de grandes précaulions, car l’adhérence 
des germes A la lame est devenue précaire et ceux-ci sont faci- 
lement entrainés par un lavage un peu fort. 

On fixe a la chaleur; on procéde a la coloration, selon la 
méthode de Ziehl et on procéde 4 une numération des germes 
cyanophiles et de ceux acido-alcoolo-résistants. 


R&ESULTATS. 


Nous avons soumis nos bacilles au traitement précédent. Nous 
nous sommes attachés 4 obtenir des mesures comparables entre 
elles. Nous avons retenu, comme paramétre, le temps en heures 
pour obtenir 90 p. 100 de germes ayant perdu leur A. A. R. 
(cyanophilie). 

Nous avons examiné des cellules fraiches et des cultures agées 
(le plus souvent de plusieurs mois), en particulier B. K. virulents 
(souche Brévannes) ; BCG; pseudo-tuberculeux (souche F8) et 
para-tuberculeux (souche de Lausanne n° 60). 

De ces résultats, nous avons pu dresser le tableau I. Il en 
résulte un certain nombre de faits a ]’état brut: 

1° Les bacilles virulents sont ceux qui résistent le plus for- 
tement a l’arrachement de leur complexe lipidique A. A. R. péri- 
phérique. 

2° Les bacilles para-tuberculeux sont ceux qui résistent le 
moins 4 ce phénoméne. 

3° Entre ces deux extrémes, se placent, en ordre décrois- 
sant, les bacilles atténués : type bacilles isolés d’un lupus, la 
souche F8, etc. 


2) Pour les doses actives, voir nos publications antérieures : Ann. 
Biol. clin., 1951, 9, 151 et C. R. Soc. Biol., 1951, 445, 514. 
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° Le BCG se trouve a la charniére des germes virulents et 
anions’ 

5° La résistance 4 ces forces d’arrachement est variable avec 
Page. Faible a la naissance et A la sénescence des souches, elle 
est forte 4 l’Age adulte (phase de multiplication logarithmique 
vraisemblablement). 

6° Cette notion de résistance, suivant l’Age de la culture, est 
fonction de la virulence de la souche. Plus le germe est virulent, 
plus les phases de labilité dues a la jeunesse ou A la vieillesse 
sont courtes. 

On peut résumer l’ensemble de ces facteurs de variation dans 
une courbe qui fait état de la double dépendance : Age et nature 
de la souche (courbe 1). 

On voit que, pour les germes classés dans la famille des 
Mycobactériacées, se dégage la notion d’une sorte de cycle de 
ce que nous appellerons le complexe lipidique périphérique sus- 
ceptible d’étre arraché par les forces tensio-actives de certains 
détersifs, dans nos conditions expérimentales. 

Les germes de cette famille sont munis d’un équipement enzy- 
matique spécial qui leur permet de synthétiser des lipides spé- 
claux : en particulier des acides mycoliques ou des acides gras 
ramifiés qui entrent en combinaison avec des protéines pour 
former, a la périphérie, une sorte de fine membrane, peut-étre 
semblable au « cell wall » que les auteurs anglo-saxons s’atta- 
chent 4 mettre en évidence chez tous les microorganismes en 
eénéral : membrane rigide, résistante aux agents chimiques et 
dont la caractéristique cytologique est la difficulté de coloration. 
Les auteurs anglo-saxons obtiennent une teinte rosée avec la 
safranine. Et. Fournier a constaté qu’il était difficile d’obtenir 
un résultat avec le noir Soudan ou le Soudan d’Ewald, en ce 
qui concerne les Mycobactéries. Cette membrane se charge plus 
ou moins de lipides au cours de la vie du germe. 

Chez les souches virulentes, ces lipides sont nombreux, de 
charge électrique forte. Les forces d’attraction moléculaires, 
type Van der Waals ou autres, sont puissantes. Les lipides 
peuvent étre synthétisés dés la naissance et ceci dure jusqu’a la 
phase de sénescence qui est fort bréve et précéde immédiatement 
la mort du germe. 

Chez les para-tuberculeux, au contraire, ces lipides sont de 
structure plus lache, d’adhérence moindre. Ils ne sont synthétisés 
que pendant un temps assez court de la phase adulte. 

Entre les deux extrémes, on trouve toute la gamme des 
germes A. A. R. 

Il est probable que le BCG se place au milieu de cette classi- 
fication. A partir de ce germe, si on descend dans I’échelle de 
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la virulence, on trouve en plus, vraisemblablement, une modifica- 
tion de la composition chimique de ces lipides. 

La courbe 1 ci-jointe rend compte de notre conception de ce 
cycle lipidique. Il s’agit du bacille virulent, souche J. Paraf, 
pour lequel nous avons déterminé la réaction de cyanophilie en 
9 moments différents de l’Age de la culture. 

Les chiffres retenus représentent les moyennes de nombreuses 
déterminations. 

Si l’on dresse une courbe se rapportant 4 plusieurs germes 
différents (courbe 2) en utilisant le méme principe, on obtient 
les résultats qui peuvent s’expliquer comme suit, 

Compte tenu de l’imprécision de nos mesures en valeur absolue, 


NOMBRE DHEURES DE CONTACT AVEC 
LE CORPS TENSIO-ACTIF 


72 
69 
59 
S21 ty 
46 
35 


z 30 42 60 
AGE DES CULTURES EX JOURS 


Course 1. — Appréciation de la qualité et de la teneur en lipides périphériques 
de germes A.A.R. en contact avec des corps tensio-actifs, par le temps, en 
heures, nécessaires pour obtenir 90 p. 100 de germes cyanophiles. 


pour chaque germe mentionné sur axe des Y, toute portion de 
courbe au-dessus du paralléle a l’axe des X représente le moment 
de la vie ot le germe est riche en substances lipidiques spéciales 
(type acide mycolique) et ou il est nettement acido-alcoolo- 
résistant. Par exemple, dans nos conditions expérimentales tout 
au moins, la souche J. Paraf est fortement lipophile entre les 
5/100 et 90/100 parties de sa vie ou plutdt de la vie de la 
culture. Tout se passe comme si les germes étaient « nus » entre 
leur naissance et les 5/100 parties de leur vie ; puis, a nouveau, 
entre leurs 90/100 parties de vie et leur mort. A l’opposé, la 
souche para-tuberculeuse n° 88 de l'Institut de Lausanne n’est 
acido-alcoolo-résistante qu’entre ses 45/100 et 60/100 parties de 
sa vie. Entre sa naissance et les 45/100 parties de sa vie, puis 
entre Jes 60/100 et sa mort, tout se passe comme si elle était 
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nue. Le BCG se situe entre la souche Brévannes et le bacille F3. 

Naturellement, nous insistons sur la valeur d’ « indication » 
que nous fournissent ces données. En l'état actuel de nos 
recherches et compte tenu des seuls détersifs que nous avons pu 
employer jusqu’a présent, on ne peut préjuger que les chiffres 
que nous obtenons doivent étre pris en valeur absolue et que, 
par exemple, le BCG soit automatiquement dépourvu de lipides 
A. A. R. avant les 15/100 parties de sa vie, ou jamais non A. A. R. 
avant les 80/100 parties de sa vie, ni que tous ces germes vivent 
des temps identiques. Ces chiffres n’ont qu’une valeur d’indica- 


ZONE D'AAR 
Bacille para-tuberc. Souche 88... 
60--- 


1a -y0) (ees 


B.K.isolé d’un lupus -------+--+------ 
jS\e vert rare eS erone recaanoneaneeeeconce Acct 
Bacille B.C.G. --+:-:----s-ee eee eseeeeeeee 
Bacille BREVANNES------------------- 


Bacille Souche Jean PARAF-.--...- 


510152025 35 45 60 657075 608590 100 
UNITE DE TEMPS DE VIE BACTERIENNE 


Course 2. — Si l’on trace une abscisse en regard du nom de chaque bacille 
étudié : toute portion de courbe qui se trouve au-dessus est A.A.R., toute 
portion au-dessous n’est pas A.A.R. 


tion et il s’agit de données obtenues a partir d’une moyenne de 
vie de population bactérienne, dont nous extrapolons quelques 
chiffres ramenés a un individu pour la commodité du raison- 
nement. 

CoNncLusions. 


Boquet et Valtis, Négre et ses collaborateurs [9] avaient, entre 
autres, montré que si le bacille jeune est capable de provoquer 
Yapparition d’un phénoméne de Koch typique, chez les cobayes 
tuberculeux, son pouvoir sensibilisant 4 la tuberculine est infé- 
rieur 4 celui des bacilles isolés de milieux Agés [7]. 

Ces mémes auteurs, en ce qui concerne l’aptitude pathogéne 
vis-a-vis de cobayes et de lapins, soulignent une différence entre 
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bacille jeune et bacille agé et précisent que Jes bacilles jeunes 
commencent a n’acquérir leur virulence normale qu’a partir du 
sixiéme jour aprés leur ensemencement. Ils font, en outre, 
remarquer que la période, pendant laquelle les B. K. ont une 
virulence atténuée, coincide avec celle durant laquelle la plupart 
des bacilles, nouvellement formés, n’ont pas encore acquis leur 
A. A. R. complete [8]. 

Récemment enfin, Asselineau montrait que les bacilles trés 
jeunes étaient caractérisés par une teneur beaucoup plus faible 
en lipides {2}. . 

La présentation nouvelle que nous faisons de ces faits offre le 
double intérét de clarifier le probléme a la lumiére de nos 
recherches et de montrer que, en tout état de cause, les germes 
de ce groupe de Mycobactéries offrent une grande cohésion et 
qu’une des grandes distinctions a faire entre les différentes 
souches porte sur les variations dues a l’dge et a la labilité des 
substances responsables de lA. A. R. 
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LA PARASITEMIE 
AU COURS DE L’INFECTION EXPERIMENTALE 
DU RAT BLANC PAR PLASMODIUM BERGHEI. 
ETUDE QUANTITATIVE ET QUALITATIVE, 


par G. FABIANI, P. GRELLET, R. VARGUES, G. FULCHIRON 
et M™ A. VERAIN ('*) 


(Faculté de Médecine d’Alger, Laboratoire de Bactériologie.) 


Le Rat blanc (Rattus norvegicus, variété Albus), infecté par 
Plasmodium berghei (Vincke et Lips, 1948), présente une maladie 
souvent sévére, provoquant une «anémie importante et se termi- 
nant par la mort dans prés de la moitié des cas. Mais cette 
affection se développe bien souvent sans signes cliniques mani- 
festes et ce n’est que dans les formes graves qu’apparaissent des 
modifications de l’aspect général de l’animal, et encore ne sont- 
elles pas caractéristiques du paludisme. En fait, toute la phase 
aigué de ce paludisme se définit par un seul signe constant: la 
découverte des parasites dans le sang circulant. C’est cette 
constatation objective qui définit la « phase patente » de |’infec- 
tion, qui permet d’en apprécier la durée et, pour une grande 
part, la gravité et les modalités. Aussi, en raison de son impor- 
tance, est-il nécessaire de préciser les caractéres de ce signe 
majeur pour essayer de déterminer les différentes phases de la 
maladie et d’établir des données qui aident 4 comprendre sa 
physio-pathologie. 

Cette étude est tirée de Jl observation de 450 rats blancs 
infectés, dont le sang a été examiné tous les jours ou tous les 
deux jours. Nous nous servirons surtout ici des observations 
faites sur les 240 rats dont la maladie a évolué sans aucune 
intervention de notre part. Ces animaux ont été inoculés avec 
l’une ou l’autre des deux souches de P. berghei que le professeur 
Dubois et le D™ J. Schneider ont bien voulu nous envoyer, 
souches comparables du point de vue des modifications sanguines, 
encore que la deuxiéme se soit révélée moins virulente que la 
premiére [4]. 


(*) Société francaise de Microbiologie, séance du 7 février 1952. 
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Premiére partie : étude quantitative. 


METHODES DE DETERMINATION QUANTITATIVE 
DE L’INTENSITE DE L’ INFECTION. 


Pour apprécier l’intensité de l'infection et en suivre l’évolution 
dans le temps, il faut, dams la mesure du possible, chiffrer les résultats 
acquis et ne pas se contenter d’un simple qualificatif résumant 
l’impression de l’observateur. Plusieurs méthodes sont & notre dispo- 
sition. 

1° Détermination du nombre absolu des hématozoaires par millimétre 
cube de sang. — C’est la méthode théoriquement la plus sire, celle 
qui a permis, par exemple, d Taliaferro et 4 Freund d’établir de belles 
courbes d’infection dans le paludisme des singes, 

On détermine le nombre de globules rouges par millimétre cube de 
sang, le pourcentage des globules rouges parasités, le nombre d’héma- 
tozoaires pour 100 globules rouges parasités, et on obtient ainsi 
le nombre absolu d’hématozoaires par millimétre cube. Mais cette 
méthode est longue et pénible. De plus, dans le cas de 1’infection 
expérimentale du Rat, elle se heurte A une trés grande difficulté due 
au polyparasitisme des hématies, ce qui, quand la parasitémie est 
intense, géne beaucoup cette numération. Enfin nous verrons plus 
loin que l’intrication des cycles d’hématozoaires entraine des variations 
importantes du nombre des parasites dans une méme journée et que 
le calcul statistique des erreurs montre qu il n’est pas possible 
d’obtenir une grande précision. 

2° Détermination du nombre des hématies parasitées par millimétre 
cube de sang. — Une technique comparable 4 la précédente, mais plus 
simple, fournit le nombre des globules rouges parasités par millimétre 
cube. 

3° Détermination du nombre relatif des hématies parasitées (par 
rapport &@ 100 giobules rouges). — C’est une méthode pratique et 
rapide qui n’exige que l’examen d’un simple frottis, mais qui requiert 
quelques précautions: il faut une répartition assez homogéne des 
globules rouges parasités. On doit se rappeler qu’en queue d’étalement 
il y a toujours un plus grand nombre de globules rouges polychroma- 
tophiles hypertrophiés. 

Cette technique est cependant passible d’une grave critique: c’est 
que le nombre des globules rouges parasités n’est déterminé que par 
rapport au nombre total de globules rouges. Or ce nombre de globules 
rouges est variable et baisse beaucoup lors du maximum de 1’infec- 
tion : la courbe « relative » ainsi obtenue ne donne alors qu’une idée 
atténuée de l’infection parasitaire. 

4° Détermination du nombre d’hématozoaires par champ micro- 
scopique. — Cette méthode présente les mémes inconvénients que la 
précédente et, de plus, elle introduit une inconnue supplémentaire 
due a la réalisation de l’étalement. On constate en effet que, lorsque 
le sang est trés anémique, méme avec une vitesse et une inclinaison 
identiques de la lamelle pour la confection des frottis, le nombre de 
globules rouges par champ microscopique diminue beaucoup et la 
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répartition des hématies est trés inégale. Aussi ne l’avons-nous pas 
employée. 

Remarques techniques. — Il faut tout de suite souligner les diffi- 
cultés et les causes d’erreurs que rencontrent ces examens pratiqués 
chez le rat. 

En effet, la prise du sang nécessaire aux diverses numérations 
sanguines, quand elle est souvent répétée, produit rapidement (et, 
ce qui est plus grave, de fagon inconstante) une anémie importante, 
méme chez des rats non infectés. C’est ainsi que chez 3 rats normaux 
nous avons vu le nombre des hématies ne plus atteindre que la moitié 
du chiffre normal & la suite d’une dizaine d’examens. 

D’autres causes d’erreurs interviennent aussi. C’est A la queue, dont 
l’extrémité est coupée, que sont faits habituellement les prélévements 
de sang. Il en résulte une réaction inflammatoire et des phénoménes 
de cicatrisation qui, si une nouvelle prise de sang est faite peu aprés 
dans cette région, faussent les résultats de la numération (dilution du 
sang, hyperleucocytose locale) et de la formule leucocytaire (présence 
de cellules inflammatoires et d’un grand nombre de leucocytes poly- 
nucléaires). Il est donc nécessaire de couper la queue a une distance 
d’un demi-centimétre de la section précédente. Aussi lorsqu’on arrive 
a la partie moyenne de la queue, la coupure provoque-t-elle une hémor- 
ragie importante difficile 4 arréter. 

D’autres fois, le plus souvent en période d’infection sévére, la queue 
coupée ne saigne pas, et il ne faut pas aider 1’écoulement du sang par 
le frottement ou la pression, car les chiffres des éléments sanguins 
peuvent étre modifiés. Aussi, quand on veut pratiquer des numérations 
répétées des hématies et des leucocytes, est-il indispensable de faire 
les prises de sang successivement A la queue, 4 chacune des deux 
oreilles et & chacune des pattes. 


RESULTATS. 


Nous étudierons successivement : 1° les variations du nombre 
absolu des hématies parasitées au cours de l’infection; 2° la 
proportion des différentes formes d’hématozoaires en cours 
d’infection, pour essayer de déterminer la durée du cycle évolutif 
des hématozoaires; 3° les variations du polyparasitisme des 
hématozoaires ; 4° le nombre absolu des parasites par millimétre 
cube de sang. 


1° Variations du nombre absolu des hématies parasitées. — 
Nous avons, pour 7 rats, étudié de fagon précise le nombre 
absolu d’hématies parasitées par millimétre cube de sang. 

Nous rapportons les chiffres obtenus. 

Ces chiffres permettent d’établir trois courbes : 

a) La courbe représentant le nombre d’hématies par millimétre 
cube ; 

b) La courbe représentant le nombre d’hématies parasitées 
pour 100 hématies ; 
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c) La courbe représentant le nombre absolu de globules rouges 
parasitées par millimétre cube de sang. 

A titre d’exemple, nous donnons ci-dessous les courbes corres- 
pondant A 2 rats morts de l’infection (rats 19 et 30) et a 2 rats 
qui ont évolué vers la guérison (rats 27 et 29). 

La lecture de ces tableaux et graphiques montre que la diffé- 


Rat 30 be 


Fic. 14. — Courbes$de;parasitémie. 


Courbe @ : ------- Une division de l’échelle des ordonnées correspond a 
4,2 million de G. R. pour les Rats 19 et 30; 2 millions de G. R. pour les 
Rats 27 et 29. 


Courbe 5 : ————— Une division correspond a 15 globul ité 
pour 100 hématies. r See ame 
Courbe ¢ 2 Une division correspond a 250 000 G.R.P. 


Chaque division de l’axe des abscisses correspond 4 un jour. 


rence eaite les courbes b) et c) résulte de la variation du nombre 
de globules rouges par millimétre cube de sang au cours de 
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t HEMATIES 
NUMERO DU RAT lc parasitées G.R.P. 
p. 100 par mm: 


40 janvier 1951. 
lee © 

14 

16 

48 


360 000 
644 000 
560 000 
800 000 
105 000 


KH mONWNWe 


20 février 1954. 
22 
24 
26 
28 


160 000 
288 000 
416 000 
96 000 
10 600 


& DO DO & Ot -3 CO 


février 1951. 


mars. 


Se le ee) 


février 1954. 


Do me Go GS CT 1 CO 


24 janvier 1931. 
26 
Phe) 
34 


wo Stun 


février. 


HK WEDD 
> 


janvier 1951. 


ac oS Ot Ce 


2 février. 
3 Mort. 


Vinfection et que, par conséquent, la courbe représentant le 
nombre relatif d’hématies parasitées ne donne qu'une idée 
approximative de l’intensité de linfection sanguine. Toutefois, 
il n’y a pas de discordance entre les deux courbes, ce qui justific, 
comme technique de routine, la détermination plus aisée du 
nombre relatif des hématies parasitées, 4 la condition de se 
rappeler qu’il s’agit d’une estimation de l’infection et non d’une 
numération de la parasitémie. Ces deux courbes, traduisant la 
parasitémie, ont toutes deux une allure réguliére. 
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2° Proportion des différentes formes d’hématozoaires (pour 
100 hématozoaires) en cours d’infection. -- Chez les rats 19 et 
21, nous avons essayé de déterminer la durée du cycle évolutif 
en suivant, au cours de l’infection, la variation du nombre des 
différentes formes d’hématozoaires. Les examens ont été faits 
tous les jours, 4 la méme heure. Nous rapportons ci-dessous les 
résultats obtenus chez ces deux animaux, en établissant pour 
100 hématozoaires la proportion des trophozoites, schizontes et 


rosaces. 
Rat 19. — Inoculé le 2 janvier 1951. Mort le 19 janvier 1951. 


HEMATIES TROPH. TROPH. 
moyens | trés gros 


parasitées SCHIZ. ROSACES 


p- 100 


| 


24 
47 
49 
22 


CWOrF FOF wh 
oO~ornwmooceosoe 
ENoocoroCocCcSo 


Rat 21. — Inoculé le 2 janvier 1951. Mort le 20 janvier 1951. 


HEMATIJES | TROPH. 
parasitées tres 
p- 100 jeunes 


TROPH. TROPH. 


moyens | trés gros ROSACES 


8 janvier 1951. . 20 55 25 
@ 


0 
4 
3 
4 
3 
1 
3 
0 
2 
0 
0 


Cronmnnrwpoococoe 


Ces deux tableaux montrent nettement, par Virrégularité des 
chiffres obtenus, que l’intrication des cycles aboutit & la coexis- 
tence en un méme temps de stades évolutifs trés différents. Nous 
n’avons jamais observé, dans le sang, d’hématozoaires a un seul 
et méme stade de développement. On voit constamment, méme 
dés le début de l’infection, des hématozoaires a des stades diffé- 
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rents. C’est la linconvénient majeur de ce paludisme artificiel 
du Rat et c’est ce qui empéche de déterminer avec précision 
la durée du cycle évolutif. Mais, en raison de l’augmentation trés 
rapide du nombre des hématozoaires, le cycle se produit strement 
en moins de vingt-quatre heures ; i] nous semble qu’il doit exiger 
une vingtaine d’heures (ce qui correspond aux chiffres proposés 
par Vincke). 

3° Variations du polyparasitisme des hématies. — Chez les 
rats 19 et 21, nous avons aussi étudié les variations du polypara- 
sitisme des hématies en cours d’infection. 

a) Chez le rat 19, nous avons compté chaque jour 100 héma- 
tozoaires en notant leur répartition dans les globules. 


NOMBRE D'HEMATOZOAIRES PAR HEMATIE 


40 janvier . 


a 
PWT MOCO -10 


= 
—_ 


b) Chez le rat 21, au contraire, nous avons compté 100 hématies 
et érythroblastes parasités et noté le nombre d’hématozoaires 
qu’ils contenaient : 


NOMBRE D'HEMATIES (P. 100) 
contenant 1, 2, ..., 10 tématozoaires 


8 janvier . . 


— 


noe 
So ur ot or Or oe OR CE 


= Do 


728 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Le nombre d’hématozoaires pour 100 globules rouges para- 
sités est donc, pour ce dernier animal : 


NOMBRE D'HEMATOZOAIRES 
pour 100 globules rouges parasilés 


8 janvier 440 
erie : 264 + 26 
Ne 246 + 42 


WE open Sastre eers 290 + 26 
elo ac 400 + 34 
Tore xe : 298 + 38 
ANGIE cate, coherse rotor) aimee aE CenC LE Aces Atte 200 + 14 
16. 342 =233 
1 cen eee 354 + 35 
414 + 40 
462 — 4l 


Ces chiffres confirment impression que |’on a, en examinant 
des frottis de sang, de l’augmentation du polyparasitisme des 
hématies & mesure que l’infection augmente. Quand la guérison 
survient, aprés Ja crise, le polyparasitisme décroit et le mono- 
parasitisme des hématies devient prédominant. 

4° Détermination du nombre absolu des hématozoaires. — Chez 
le rat 21, il est done possible de dresser le tableau suivant : 


(Gane HEMATIES NOMBRE 
parasitées G.R.P. d’hématozoaires 


ar mm? yar mm a 
P p- 100 | par mm? 


000 000 60 000 158 400 
800 000 96 000 284 160 
500 000 385 000 4 416 500 
000 000 5 450 000 800 000 
000 00) ; 360 000 072 800 
600 000 2 440 000 8x0 000 
600 000 : 720 000 462 000 
600 000 55 880 000 115 200 
600 000 5 | 4 040 000 305 600 
000 000 ) | 4 200 000 544 000 


a 


6 
4 
3 
3 
2 
2 
4 
1 
4 
2 


Ct Hs Ye bo 


lott la représentation graphique (voir fig. 2): 

Il semble, a priori, que la détermination du nombre absolu 
de parasites permet d’atteindre une plus grande précision. Cepen- 
dant, nous avons abandonné une telle méthode dans V’étude du 
paludisme du Rat pour les raisons suivantes : 
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a) Le polyparasitisme augmente, certes, mais sans régularité, 
comme le prouvent les tableaux précédents. 

b) L’intrication des cycles par rupture de rosaces a des temps 
différents améne des variations irréguliéres dans le nombre des 
parasites. Par exemple, en prenant du sang au rat 21, a quatre 
reprises, & deux heures d’intervalle, nous avons constaté les 


Fic. 2. — Courbes de parasitémie du Rat 21. 
Courbe @ : ------- Une division de l’échelle des ordonnées correspond a 
4 million de G.R. 
Courbe 6 : ———— Une division correspond a 10 globules rouges parasités 
pour 100 hématies. 
Courbe € 2: wee Une division correspond 41 million-de G.R.P. 
Courbe d : —.— —. Une division correspond a 1 million d’hématozoaires par 


millimétre cube de sang. 
Chaque division de l’axe des abscisses correspond a un jour. 


variations suivantes du nombre global des hématozoaires et du 
pourcentage des globules rouges parasilés : 


CHIFFRE MOYEN HEMATIES 
DATE HEURE d’hématozoaires parasitées 
pour 100 G.R.P. p- 100 
Asmjanviers( 5105 15: 14 4M 45 
45 400 45 
16 379 45 
18 355 15,5 


730 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


Il y a done, en quelques heures, des variations importantes du 
nombre des hématozoaires (pour 100 G.R. P.), tandis que le 
nombre des globules rouges parasités reste inchangé. 

c) La numération demande beaucoup de temps ; elle est aussi 
tres délicate et sujette a de nombreuses erreurs d’interprétation : 
en effet, il est parfois difficile de déterminer exactement le 
nombre des hématozoaires contenus dans un globule rouge 
(schizontes a plusieurs noyaux, formes de crise 4 contours indis- 
tincts), Dans l’hématimétre, les érythroblastes, parfois trés abon- 
dants, sont facilement confondus avec les leucocytes. 

d) Enfin, le calcul statistique montre: que l’erreur a prévoir 
sur le nombre de parasites par millimétre cube peut étre de 
+ 50 p. 100 du nombre moyen obtenu. 

Au contraire, nous avons constaté dans une méme journée une 
grande stabilité (aux erreurs de numération prés) du pourcen- 
tage des globules rouges parasités et méme du nombre absolu 
des globules rouges parasités. 


COMMENTAIRES. 


1° Les considérations précédentes, d’ordre théorique et pra- 
lique, justifient l'emploi, comme technique de routine, de la 
détermination du pourcentage des globules rouges parasités. Ce 
nombre relatif donne un reflet fidéle de l’intensité de la para- 
sitémie ; Verreur a prévoir est faible et diminue & mesure que 
croit l’intensité de l’infection : elle ne dépasse pas 10 p. 100 du 
nombre obtenu dés que ce dernier atteint 8 ou 10 p. 100. 

2° L’infection sanguine a une évolution aigué et cyclique et 
ne dure que quelques jours (de huit & douze jours en général). 
Le nombre des globules rouges parasités augmente réguliérement 
jusqu’a ce maximum, puis décroit trés rapidement. I] faut 
insister sur cette progression réguliére de la parasitémie. En 
raison de la présence simultanée d’hématozoaires A des stades 
différents et de l’intrication des cycles, il n’y a jamais cette 
importante variation cyclique du nombre des parasites présents 
dans le sang comme dans les paludismes humains ou animaux 
ott tous les hématozoaires sont au méme stade. I] n’y a pas non 
plus de variations irréguliéres du nombre des hématies para- 
sitées. [Les observations, chez tous nos animaux, sur le nombre 
relatif d’hématies parasitées montrent toujours cette méme régu- 
larité de la courbe qui ne présente jamais de rémission profonde, 
ni d’aspects en « dents de scie ». Ce n’est que dans 6 cas (sur 
450 rats) que nous avons pu voir une courbe ondulante de para- 
sitémie. Par conséquent, la constatation d’une proportion brus- 
quement plus faible d’hématies parasitées, alors que l’on n’est 
pas arrivé a la période de crise ou de déclin, doit faire penser 
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a’ une erreur de technique : numération trop faible d’hématies ou 
étalement défectueux. 

3° Dans les formes curables, quand le maximum de la parasi- 
témie a été atteint, les hématozoaires présents dans le sang dis- 
paraissent de fagon brusque ou trés rapide, en deux a quatre 
jours, quelquefois moins, rarement plus. Il y a donc une crise, 
dont nous étudierons d’autres caractéres en étudiant l’aspect des 
frottis de sang. C’est lors de la crise que survient en général 
la mort de l’animal, ou bien c’est a partir d’elle que, quand elle 
s’est produite, le nombre des hématozoaires présents dans le 
sang diminue trés rapidement. Cette phase critique est compa- 
rable a celle observée par Taliaferro dans le paludisme simien. 

4° Nous sommes ainsi amenés 4 décrire des formes cliniques 
de la maladie selon J’intensité et la durée de l’infection, que 
nous étudierons plus longuement dans un autre mémoire. On 
peut ainsi distinguer des formes légéres dans lesquelles le taux 
maximum de globules rouges parasités ne dépasse pas 5. p. 100, 
des formes d’intensité moyenne ot la parasitémie peut étre de 
20 ou de 30 p. 100 et enfin des formes sévéres dans lesquelles 
la proportion de globules rouges parasités atteint et dépasse 
50 p. 100 et peut méme atteindre 70 et exceptionnellement 
90 p. 100. 


Deuxiéme partie : étude qualitative. 


Pendant la période patente du paludisme du rat, on doit 
observer, non seulement les variations du nombre des hémato- 
zoaires, mais aussi les variations dans l’aspect microscopique des 
frottis sanguins ; en effet, les modifications parasitémiques ne 
sont pas uniquement quantitatives, elles sont également qualli- 
tatives., 

Nous avons été amenés a distinguer quatre stades pendant la 
période patente : 

1° Stade de début : apparition des Plasmodium dans le sang. 

2° Stade d’état : présence de nombreux trophozoites et de 
schizontes dans des hématies polychromatophiles. 

3° Stade critique : parasitémie trés importante, présence de 
nombreuses « formes de souffrance ». L’évolution de la maladie 
se précipite a ce stade : l’animal meurt ou, s’il doit guérir, passe 
au quatriéme stade. 

4° Stade de déclin: les hématozoaires diminuent de nombre 
trés rapidement. 

Nous décrirons en détail ces quatre stades chez un rat adulte 
dont l’infection sanguine a été intense et qui a guéri spontanément 
(rat n° 7, dont 70 p. 100 des hématies étaient parasitées au stade 
critique). 
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Infection du rat n° 7: 


Date (2 décembre 1950). . . . 
GRP. p. 400, (inocall:))<): = « 


1° Stade de début. — Les hématozoaires apparaissent dans le 
sang et, durant deux a trois jours, sont peu nombreux. Il y a 
seulement 1 a 2 p. 100 de globules rouges qui sont parasités. 
Ce sont des globules rouges acidophiles, de taille normale, conte- 
nant un seul trophozoite jeune, plus rarement un_ trophozoite 
plus 4gé ou volumineux ou un schizonte ; les rosaces sont excep- 
tionnelles. Dés le début, on remarque done dans le sang la pré- 
sence d’hématozoaires a des stades différents: intrication de 
cycles qui se poursuivra pendant toute la maladie et qui rend 
si difficile la détermination exacte de la durée de la schizogonie. 

2° Stade d’état. — Cette phase est caractérisée par l’augmen- 
tation progressive, réguli¢re et rapide, du nombre*des globules 
rouges parasités et aussi par l’aspect du frottis sanguin qui est 
tout a fait caractéristique. 

Les hématies parasitées sont en trés grande majorité, et sou- 
vent exclusivement, des hématies polychromatophiles présentant 
un diamétre trés supérieur a celui des hématies normales, dia- 
métre qui atteint 10 412 4. Ces hématies polychromatophiles 
contiennent toujours plusieurs hématozoaires. Ce sont des tro- 
phozoites & des stades divers de leur développement et des 
schizonles, ayant un cytoplasme a limites nettes et A teintes bleu 
franc qui permet de bien le distinguer du protoplasme violacé 
de l’hématie. Les rosaces ne sont pas rares, avec leur couronne 
de mérozoites bien disposés autour de grain de pigment (si |’éta- 
lement du sang n’a pas rendu l’amas de pigment excentrique) ; 
le nombre des mérozoites est élevé : 15, 18 ou plus (jusqu’é 20). 

Vers le milieu de ce stade, parfois un peu plus tét, apparaissent 
quelques « formes de souffrance », identiques aux « crisis 
forms » plasmodiales que Taliaferro a décrites dans l’infection 
des singes panaméens par P. brasilianum: les hématozoaires 
n’ont plus leur aspect normal (coloration uniforme et franche du 
protoplasme avec limites précises), mais ont un protoplasme 
dont les contours s’estompent et qui se distingue mal du stroma 
globulaire, comme s'il y avait, lyse endoglobulaire des parasites ; 
certains hématozoaires ne sont plus représentés que par leur 
chromatine entourée d’une auréole claire et de quelques taches 
bleues plus foneées, vestiges du protoplasme qui disparait. 

3° Stade critique. — L’infection sanguine est alors intense : 
la moitité des hématies est parasitée, et il n’est pas rare d’avoir 
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une proportion plus élevée : 60 a 70 p. 100, quelquefois méme 
90 p. 100. 

Les hématies polychromatophiles sont trés nombreuses dans 
le sang et méme prédominantes : toujours de grande taille, elles 
sont, pour la plupart, parasitées par plusieurs plasmodies. I] y a 
aussi quelques érythroblastes qui contiennent dans leur mince 
couronne cytoplasmique plusieurs parasites. 

On remarque aussi plusieurs faits nouveaux: 1° les formes 
de souffrance sont devenues nombreuses; 2° les rosaces ne 
contiennent plus que quelques mérozoites (de 6 a 12); 8° iJ 
y a des hématies polychromatophiles qui ne renferment pas de 
parasites ; 4° enfin, quelques globules rouges acidophiles de 
petite taille sont parasités, mais ne contiennent qu’un seul héma- 
tozoaire. 

Cette « crise » ne dure pas longtemps, et l’on est assuré, A la 
vue d'un tel aspect du sang, que |’évolution va se précipiter et 
que, deux jours plus tard, ou |’animal sera mort, ou bien il 
y aura une chute importante du nombre des parasites et c’est le 
stade IV. 

4° Stade de déclin. — La parasitémie diminue rapidement, et 
en deux jours, ou tout au plus en quatre ou cinq, il n’y a plus 
de globules rouges parasités dans le sang. La encore, ]’examen 
microscopique est trés révélateur. On observe de trés nombreuses 
hématies polychromatophiles et seules quelques-unes d’entre 
elles, de jour en jour plus rares, renferment des hématozoaires, 
le plus souvent se présentant sous l’aspect de formes de souf- 
france. Par contre, des parasites toujours uniques se développent 
dans des globules rouges de plus petite taille, c’est-d-dire de 
diamétre normal ou légérement supérieur a la normale ; ce 
monoparasitisme se produit dans des globules rouges acidophiles 
ou « intermédiaires », ayant une teinte légérement violacée ou 
grisatre ; il est réalisé par des trophozoites jeunes ou agés, soit 
d’aspect normal, soit altérés (protoplasme a bords dentelés, 
rétracté autour d’une petite vacuole). On observe encore quelques 
rosaces. 

Trés vite, il ne persiste plus que le monoparasitisme des 
hématies de taille normale, faisant contraste avec les nombreuses 
hématies polychromatophiles volumineuses dépourvues d’héma- 
tozoaires. 

Et la guérison clinique survient : la parasitémie a cessé, on ne 
distingue plus au microscope de globules rouges parasités dans 
le sang. Pendant quelques jours, on observe encore de nom- 
breuses hématies polychromatophiles. Puis les différences de 
teinte et de taille s’atténuent et le sang reprend son aspect 
normal en une semaine. Mais de temps en temps un hématozoaire 
est décelé dans le sang, parasite unique d'un globule rouge 
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acidophile ; on sait d’ailleurs que le sang peut rester virulent 
pendant quelques jours. 

Au cours des infections légéres (celles ou le taux de glo- 
bules rouges parasités ne dépasse guére 10 p. 100), le déclin 
se fait plus lentement, plus progressivement, et l’on note au 
début du stade IV une parasitémie a peine inférieure a celle du 
stade III (par exemple 7 p. 100 au lieu de 10 p. 100); mais on 
remarque une proportion importante d’hématies polychromato- 
philes dépourvues d’hématozoaires, alors que celles qui sont 


Fic. 3. — Les quatre stades de l’infection sanguine (les hématies acidophiles 
apparaissent plus sombres que les hématies polychromatophiles). 


parasitées contiennent des formes de souffrance. Par contre, les 
hématies acidophiles sont parasitées par des formes jeunes et ne 
contiennent qu’un seul parasite. En un mot, dans les infections 
faibles, le passage d’un stade a l’autre se produit de fagon moins 
tranchée. 


VUE D' ENSEMBLE DES QUATRE STADES. 


La distinction des différents stades est donc aisée, d’une 
mamiére générale, quand il s’agit de la primo-infection d’un ral 
adulte normal. Au monoparasitisme d’hématies acidophiles du 
début succéde le polyparasitisme exclusif des grandes hématies 
polychromatophiles du stade II; puis, a la crise, ces hématies 
polychromatophiles contiennent de nombreuses formes de souf- 
france ou cessent d’étre parasitées, comme si elles devenaient 
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Tasteau. — Les quatre stades de l’infection sanguine du Rat 
infecté par P. berghei. 


PROPORTION CARACTERES FORMES 
d’hématies des hématies | HEMATOZOAIRES | PARASITISME de 
parasitées parasitées souftrance 


Monopara- 


Acidophiles. | Trophozoites. aitigins 


Polychroma- Tous Polypara- 
tophiles. les stades. silisme. 


Polychroma- Tous Polypara- 
tophiles. les stades. silisme. 


Stade lll 
(crise). poet hate Acidophiles 


ou Trophozoites. 
intermédiaires. 


Monopara- 
sitisme. 


Acidophiles. | Trophozoites. Morepate, 
Stade 1V |De +4++4 ; 
(déclin). a 0. 
Polychroma- Tous Polypara- 
tophiles. les stades. sitisme. 


impropres a la pénétration ou au développement des hémato- 
zoaires ; ceux-ci se développent & nouveau dans des hématies 
acidophiles de taille normale. Ce monoparasitisme de globules 
rouges plus évolués ou mars va caractériser le stade IV. 


COMMENTAIRES. 


1° Ces constatations montrent l’intervention de facteurs humo- 
raux pendant cette période patente, ce qui fait supposer que le 
mécanisme de la crise et de la guérison clinique est complexe 
et ne doit pas se cua a la seule intervention de la phago- 
cytose. Ceci est suggéré par l’apparition de formes de souffrance 
parasitaire, le refus des hématozoaires par les polychromato- 
philes, enfin la diminution du nombre des mérozoites dans les 
rosaces. Cette diminution du nombre moyen des mérozoites par 
rosace a déja été décrit par W. 'L. Taliaferro et 'L. G. Taliaferro 
dans d’autres infections plasmodiales et ces auteurs admettent 
que « la diminution du nombre des mérozoites par rosace est 
vraisemblablement due A une action antiparasitaire de quelque 


facteur sérologique ». 
2° Nos observations permettent aussi de comprendre |’intérét 
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des injections (intrapéritonéales ou intracardiaques) de quantités 
trés importantes de globules rouges parasités, technique expéri- 
mentale que nous avons précisée ailleurs. Ces injections mas- 
sives de sang prélevé au stade II ou III aboutissent 4 un passage 
immédiat ou trés rapide des globules rouges parasités de ]’animal 
« donneur » dans la circulation de l’animal « receveur ». Si la 
quantité de sang inoculée est suffisante (il suffit de 300 000 000 de 
globules rouges parasités pour un rat de 150 g), les hématies 
parasitées introduites se trouvent dans le sang circulant en quan- 
tité suffisante pour étre facilement décelées sur un frottis. Si les 
hématozoaires se multiplient, ils parasiteront les hématies du rat 
inoculé, et cette nouvelle génération se développera dans des glo- 
bules rouges acidophiles de taille normale. I] est done facile, 
dans cette parasitémie ainsi réalisée, de distinguer les hématies 
parasilées provenant du « donneur » de celles qui appartiennent 
au « receveur », les unes étant caractéristiques du stade II, les 
autres ayant l’aspect du stade I. On peut ainsi étudier le sort 
des parasites inoculés, apprécier la réceptivité d’un animal, et 
observer, comme nous l’avons fait, dans quelle mesure 1’état 
antérieur d’immunité du rat « receveur » va permettre ou 
empécher la multiplication des parasites [2]. Nous avons pu 
ainsi décrire des degrés dans |’immunité, peut-Ctre méme_ pour- 
rons-nous établir des « indices de réceptivité ou d’immunité ». 
On peut aussi, comme nous le recherchons actuellement, étudier 
quelle est action d’un agent chimiothérapique. 


CONCLUSION. 


La parasitémie, signe majeur du paludisme du ral, doit étre 
éludiée du point de vue quantitatif et aussi du point de vue qua- 
litaif. Pour apprécier l’intensité de l’infection pendant la période 
patente, différentes méthodes ont été appliquées, mais leur cri- 
tique justifie la détermination, comme « technique de routine », 
du pourcentage de globules rouges parasités, qui fournit un 
reflet suffisamment précis de |’importance de la parasitémie. 

Ces techniques montrent que celte phase aigué a une allure 
cyclique au cours de laquelle l’infection sanguine progresse de 
fagon réguliére jusqu’a un maximum a partir duquel, si la mort 
ne survient pas, le nombre d’hématozoaires décroit trés rapi- 
dement. L’examen des préparations microscopiques montre qu’il 
est possible de décrire quatre stades dans cette période latente : 
de début, d’ascension progressive, de crise (correspondant au 
maximum de la parasitémie), de déclin. Cette crise est un phé- 
noméne trés important au cours duquel s’observent deux faits 
nouveaux : la présence de nombreuses formes de souffrance des 
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hématozoaires, la disparition du polyparasitisme des hématies 
polychromatophiles. 

Ces variations qualitatives de l’infection sanguine suggérent 
intervention de facteurs humoraux au stade critique et per- 
mettent de suivre, grace a la technique d’injections massives, le 
destin des globules rouges parasités, provenant de 1|’animal 
donneur et introduits dans la circulation d’un autre animal, et 
d’étudier ainsi l’influence de facteurs immunologiques ou chimio- 
thérapiques. 
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COMPARAISON DES ACTIVITES SEROLOGIQUES 
DE LA LECITHINE D’CEUF 
ET DE LA LECITHINE /-: DIMYRISTIQUE SYNTHETIQUE 
ASSOCIEES AU CARDIOLIPIDE 
DANS LE SERODIAGNOSTIC DE LA SYPHILIS 


par M. FAURE 
(avec la collaboration de J. MARECHAL). 


(Institut Pasteur. Paris.) 


1 


Ce travail a été fait & la demande du Dt Krag, secrétaire de 
la Section de la Sérologie et des Techniques de laboratoire des 
Maladies vénériennes de ]’Organisation mondiale de la Santé et 
a Taide d’un échantillon de lécithine [-a-dimyristique que nous 
a fait parvenir, a cette fin, le professeur Baer, de l'Université de 
Toronto. 

Dans ce travail, nous avons comparé l’activité sérologique de 
la lécithine d’ceuf et de la lécithine Lo-dimyristique synthétique 
en associant chacune de ces deux substances 4 une méme prépa- 
ration de cardiolipide et & un méme lot de cholestérol. Nous 
avons examiné des sérums de sujets syphilitiques et non syphili- 
tiques a l'aide d’une réaction de floculation : technique de Kline 
(diagnostic et exclusion) [4] et dune réaction de fixation du 
complément : méthode de Debains [2] ou de Kolmer [8]. 

Lécithine l-o-dimyristique synthétique par E. Baer [4], 1 g reeu 
le 2 janvier 1951 et conservé depuis cette date a l’état sec A + 4°, 
resséché deux fois sous vide sur anhydride phosphorique. 

Lécithine d’ceuf n° 11 (1) préparée selon la technique décrite 
dans [5]. P, 3,87 p. 100; N, 1,54 p. 100. Indice d’iode, 63. 

Cardiolipide n° 23 (+) préparé selon Ja technique décrite 
dans [6]. P, 4,16 p. 100; N, 0,02 p. 100. Indice d’iode, 124. 


(1) Notons, 4 propos de la Iécithine d’ceuf et du cardiolipide préparés 
par nos soins et utilisés dans ce travail, que Miss Pangborn et nous- 
méme échangeons des échantillons de nos préparations respectives et 
que, jusqu’’ maintenant, nos produits ont présenté les mémes acti- 
vités sérologiques, bien qu’ils aient été purifiés par des techniques 
différentes [7]. 
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Réaction pe Kune. 


Nous utilisons pour le sérodiagnostic de la syphilis par la 
technique de Kline, un antigéne constitué par : cardiolipide, 
2 mg; lécithine ceuf, 15 mg; alcool, q. s. p. 1 cm’. 0,1 cm*® de 
cette solution est ajouté a la suspension aqueuse de 9 mg de 
cholestérol. 

Nous rappelons que si, dans cette formule, on diminue la 
quantité de cardiolipide, la sensibilité de la réaction augmente, 
atteint un maximum pour 1,5 mg de cardiolipide, puis décroit ; 
par ailleurs, la spécificité de la réaction, excellente avec 2 mg 
de cardiolipide, décroit progressivement lorsqu’on diminue cette 
quantité, 

Nous avons préparé, avec la lécithine d’cuf et la lécithine 
synthétique, les solutions alcooliques suivantes : 


FORMULES ll Hl 


mg/cm* mg/cm? 
Cardiolipide 1,5 4 
Lécithine 15 15 


Dans les solutions de cardiolipide et de lécithine synthétique, 
il se forme un précipité peu important que nous avons éliminé 
par centrifugation. ‘Les solutions renfermant la lécithine d’ceuf 
restent parfaitement limpides, méme 4 + 4°. 

Comparant les trois antigénes préparés avec une méme léci- 
thine, nous avons constaté que l’on obtient avec la lécithine 
d’ceuf, comme avec la lécithine dimyristique, un optimum d’acti- 
vité avec la formule II. Comparant les solutions préparées selon 
la méme formule avec les deux variétés de lécithine, on obtient 
dans tous les cas un antigéne moins sensible avec la lécithine 
synthétique qu’avec la lécithine d’ceuf. Dans le tableau ci-dessous, 
nous donnons les intensités relatives des réactions obtenues avec 
ces divers antigénes; l’intensité maxima est indiquée par le 
chiffre 4. 


LECITHINE OEUF LECITHINE DIMYRISTIQUE 

| 
FormMuLes..-... I IL 1 I II | nat 
Intemsités ..... 3 4 Beal 2 3,5 | 255 
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Ces résultats sont basés sur l’examen de 28 sérums de sujets 
syphilitiques et de 13 sérums de sujets non syphilitiques. 

La technique dite « d’exclusion », qui utilise les suspensions 
antigéniques séparées par centrifugation, ne permet d’augmenter 
que d’une maniére infime la sensibilité des réactions faites avec 
ces diverses solutions. 

Nous avons alors recherché une formule permettant de pré- 
parer avec la lécithine synthétique un antigéne possédant la 
méme sensibilité et la méme spécificité que la solution : cardio- 
lipide 2-lécithine 15 que nous utilisons pour effectuer dans la 
pratique le sérodiagnostic de la syphilis. Par taétonnements, nous 
avons réalisé cette coincidence avec la formule : cardio- 
lipide 1,75-lécithine dimyristique 15 et nous l’avons contrdlée 
par l’examen de 139 sérums (89 sérums ou dilutions de sérum 
de sujets syphilitiques et 50 sérums de sujets non syphilitiques). 


REACTION DE FIXATION DU COMPLEMENT 
(Technique de Debains et de Kolmer).° 


Nous utilisons, pour effectuer le sérodiagnostic de la syphilis 
par les diverses techniques de la réaction de fixation du complé- 
ment, un antigéne contenant: cardiolipide, 0,2 mg; lécithine 
ceuf, | mg; cholestérol, 4 mg ; alcool, q. s. p. 1 cm® (formule A). 
A partir de cette solution alcoolique on prépare des suspensions 
dans de l’eau physiologique 4 la dilution de 1/300 pour la réac- 
tion de Debains et de 1/200 pour la réaction de Kolmer. 

Nous avons tout d’abord constaté que la lécithine dimyristique, 
comme la lécithine d’ceuf, ne posséde pas de pouvoir anti- 
complémentaire lorsqu’on l’introduit seule ou mélangée avec du 
cholestérol. Les essais ont été effectués avec des suspensions 
4 1/20 dans de leau physiologique des solutions alcooliques sui- 
vantes : lécithine, 1 mg; cholestérol, 0 mg par centimetre cube ; 
lécithine, 1 mg; cholestérol, 4 mg par centimétre cube. 

Si dans la formule A donnée plus haut, on remplace la léci- 
thine d’ceuf par de la lécithine dimyristique, on obtient un anti- 
géne également dénué de pouvoir anticomplémentaire, mais 
possédant une sensibilité nettement inférieure a celle de l’anti- 
géne contenant de la lécithine d’ceuf. 

Comme pour les réactions de floculation, on peut modifier la 
sensibiité des antigénes préparés avec du cardiolipide, de la 
lécithine et du cholestérol en changeant les proportions relatives 
de ces trois constituants. C’est ainsi que nous avons pu _ pré- 
parer, avec la lécithine dimyristique, un antigéne répondant a la 
formule suivante : cardiolipide, 0,4 mg; lécithine dimyristique, 
1 mg; cholestérol, 4 mg par centimétre cube, et possédant la 
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méme sensibilité et la méme spécificité que l’antigéne préparé 
avec de la lécithine d’ceuf selon la formule A (examen de 
113 sérums ou dilutions de sérum de sujets syphilitiques et 
47 sérums de sujets non syphilitiques), Il ne se forme pas de 
précipité dans la solution précédente. 


ErupE DE LA CONSERVATION DES SOLUTIONS 
ET DES SUSPENSIONS ANTIGENIQUES. 


1° Réaction bE Kring. — La suspension antigénique préparée 
dans de l’eau physiologique peut étre utilisée au moins pendant 
vingt-quatre heures lorsqu’on emploie un antigéne a base de 
cardiolipide et de lécithine d’ceuf. Avec les anligénes contenant 
de la Jécithine dimyristique, les propriétés de la suspension se 
modifient progressivement : la sensibilité diminue et l’on obtient 
des aspects « douteux » avec les sérums normalement non 
réactifs. Ces phénoménes, perceptibles deux heures déja aprés 
la préparation de la suspension, sont trés nets aprés vingt- 
quatre heures. 

Les solutions alcooliques d’antigéne contenant du cardiolipide 
et de la lécithine d’ceuf et destinées aux réactions de floculation 
et de fixation du complément sont remarquablement stables. On 
peut les conserver pendant plus de deux ans 4 la température 
du laboratoire sans qu’il se produise de modification 1apparente 
de leurs propriétés sérologiques. Au contraire, les antigénes 
pour la réaction de Kline contenant cette lécithine synthétique 
se conservent mal; une semaine aprés leur préparation, on 
observe des irrégularités dans leur sensibilité; aprés quatre 
semaines, ils donnent, avec la majeure partie des sérums non 
réactifs, des aspects douteux, et aprés six mois, l’antigéne ne 
permet plus de distinguer les sérums des sujets syphilitiques des 
sérums des sujets sains ; on obtient dans les deux cas une flocu- 
lation d’intensité 1 a 2. 


2° REACTION DE FIXATION DU COMPLEMENT. — Les modifications 
que subissent les solutions contenant de la lécithine synthétique 
sont moins apparentes lorsqu’on les utilise dans les réactions de 
fixation du complément que dans la réaction de Kline. C’est seu- 
lement aprés plusieurs semaines de conservation que l’on peut 
observer une nette diminution de leur sensibilité. Par contre, la 
spécificité parait entiérement conservée, méme aprés six mois 
de vieillissement a la température du laboratoire. 


DiIscussION. 


A la suite de Rosenberg [8] et de Kline [9], nous avons cons- 
talé que la lécithine dimyristique synthétique peut remplacer les 
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lécithines naturelles dans les antigénes & base de cardiolipide 
destinés au sérodiagnostic de la syphilis par des réactions de 
floculation et de fixation du comp!ément. Mais, tandis que Kline 
a observé que les suspensions antigéniques contenant de la léci- 
thine dimyristique sont beaucoup plus sensibles lorsqu’on. les 
utilise aprés centrifugation, nous avons obtenu, avec les suspen- 
sions primitives ou centrifugées, des résultats pratiquement 
identiques. 

Toutes choses égales d’ailleurs, la lécithine dimyristique donne 
avec le cardiolipide des antigénes moins sensibles que la léci- 
thine d’ceuf. Il semble que ]’on puisse attribuer ce fait au carac- 
tere saturé de cette lécithine dimyristique. En effet, nous avons 
observé que la lécithine de cceur hydrogénée donne des antigénes 
moins sensibles que la lécithine originelle (indice d’iode, 69) [10], 
et Rosenberg [8] a également obtenu, avec la lécithine naturelle 
dipalmitique du poumon, des antigénes moins sensibles qu’avec 
Ja lécithine de coeur. 

Il serait trés souhaitable de disposer de produits synthétiques 
parfaitement définis pour préparer les antigénes destinés au séro- 
diagnostic de la syphilis, mais la lécithine dimyristique qui 
nous a été fournie nous ayant donné des solutions antigéniques 
instables par association avec le cardiolipide, il nous parait 
prudent, dans |’état actuel de la question, de ne pas utiliser ce 
produit pour pratiquer ce sérodiagnostic (2). 


R&ésuME. 


l° Dans les antigénes 4 base de cardiolipide, lécithine, choles- 
térol, utilisés pour le sérodiagnostic de la syphilis (réactions de 
floculation et de fixation du complément), on peut remplacer les 
lécithines naturelles par de la lécithine {-o-dimyristique synthé- 
tique de E. Baer. 

2° Si on utilise des proportions identiques de cardiolipide et 
de lécithine, le produit synthétique donne des antigénes moins 
sensibles que la lécithine d’ceuf. En modifiant les proportions 
relatives de cardiolipide et de lécithine, on peut obtenir, avec la 
lécithine dimyristique, des préparations possédant la méme sen- 
sibilité que les antigénes a base de lécithine d’ceuf utilisée dans 
la pratique pour le sérodiagnostic de la syphilis. Exemple : 


Antigénes pour la réaclion de Kline : 


Cardiolipide rasan 2 mg/cm* Cardiolipide ..... 4,78 mg/cm 
Lécithine wuf..... 45 mg/cm?  Leécithine dimyristique. . . 45 mg/cm? 


(2) Depuis trois ans, nous préparons les antigénes destinés au travail 
de routine avec de la lécithine d’ceuf purifiée selon [5]. Tous nos lots 
de lécithine (20) ont présenté des propriétés sérologiques constantes 
et stables. “ 
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Antigénes pour les réactions de fixation du complément : 


Cardrolipide.9. 7. . . 0,2 mg/cm? Cardiolipide ..... 0,4 mg/cm? 

Lécithine cuf. .... 4 mg/cm*  Lécithine dimyristique. . . 4 mg/cm? 

Cholestéroljes 2a we 4 mg/cm? Cholestérol...... 4 mg/cm? 
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ACTION DES AGENTS TENSIOACTIFS 
SUR LE BACILLE DE KOCH. 
ACTION DES SAVONS SUR SA CROISSANCE 


par D. LUZZATI (’). 


(Laboratoire de Physico-Chimie de la Faculté de Médecine.) 


L’influence des agents tensioactifs sur la croissance des bactéries 
est connue depuis longtemps. Dés 1907, Noguchi [4] a mis en 
évidence l’action inhibitrice des savons sur la croissance des 
bactéries et, en particulier, la grande sensibilité du B.K. 
i laction de ces corps. Depuis, cette action a été maintes fois 
confirmée, et on a constaté que de nombreux agents tensioactifs, 
tant anioniques [2] que cationiques [8], inhibent la croissance du 
B. Kk. Au contraire, Dubos [4] a montré que les agents tensioaetifs 
non ioniques, en particulier le Tween 80, augmentent sa vitesse de 
croissance. En outre, de nombreux auteurs, étudiant l’action de 
différentes substances sur la respiration du B. K., ont remarqué 
que les savons augmentaient la consommation d’oxygéne [5], aux 
concentrations inférieures, toutefois, a celles qui inhibent sa 
croissance {6}. 

Nous nous sommes proposé de préciser Jes conditions de ces 
actions, en apparence contradictoires, et d’essayer d’en saisir le 
mécanisme. 

La premiére partie de notre travail porte sur ]’analyse de |’inhi- 
bition de la croissance du B. Kk. par des agents tensioactifs anio- 
niques. 


TECHNIQUE. — Nous avons utilisé la souche Aviaire 17 de 
l'Institut Pasteur, qu’on peut disperser aisément, en milieu liquide, 
par agitation mécanique. L’action des savons sur la croissance du 
B. K. a été étudiée de la maniére suivante. La quantité voulue de 
savon est dissoute dans 27 cm* de milieu de Sauton, qu’on ense- 
mence, aprés stérilisation, avec 3 cm* d’une dilution (1/100 a 1/200) 
dune culture en fin de phase logarithmique. On obtient ainsi 
30 cm* d’une solution de savon contenant 1,5 42 x 10’ bactéries 


~ 


par centimetre cube. Les cultures, contenues dans des erlenmeyers 


(*) Travail effectué avec l'aide de l'Institut National d’Hygiéne. 
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de 50 cm*, sont mises a l’étuve a 38°, et continuellement agitées. 
La croissance est suivie par photométrie, a l’aide du diffuso-adsorp- 
hiometre du P* Dognon (cuve en position proximale, filtre Wratten 
rouge F 29) ; on préléve chaque jour, pour cela, 0,5 a 0.8 cm? de la 
culture, qu'on dilue éventuellement (les suspensions dew BK, 
n’obéissent a la loi de Beer-Lambert qu’entre les concentrations 
5 x 10° a 3 x 10° bactéries par centimetre cube). Les densités 
optiques des suspensions bactériennes ont été étalonnées par 


bs og.N 
10 
$3 
.) 
7 
5 42 43 Jours 
Fic. 14. — Courbes de croissance de la souche aviaire 17, 


en présence de ricinoléate de Na. 


rapport au nombre de bactéries par centimétre cube, la numération 
étant effectuée par la méthode de Breed-Faure [7]. Le temps de 
division, pendant la phase logarithmique, est approximativement de 
vingt-quatre heures pour la souche utilisée, dans les conditions 


précisées ci-dessus. 


ANALYSE DES COURBES DE CROISSANCE EN PRESENCE DU SAVON. — 
L’action inhibitrice d’un savon sur la croissance du hacille se 
manifeste de la facon suivante. Lorsque la concentration du savon 
est faible [6,7 x 10—* g/em*, dans le cas du ricinoléate de Na, par 
exemple] (fig. 1, courbe a), on observe une courbe de croissance 
coincidant avec celle du témoin. Lorsque la concentration en savon 
augmente (10 x 10—* g/cm’, courbe b), on observe un léger retard, 
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puis une croissance identique a celle du témoin, lant en ce qui 
concerne le temps de division lors de la phase logarithmique, que 
la densité bactérienne atteinte lors de la phase stationnaire. Pour 
une concentration supérieure du savon (18 x 10~® g/cm’, courbe c), 
on peut observer une lyse partielle de la culture, apres laquelle la 
croissance reprend, toujours identique a celle du témoin, ‘La lyse 
se manifeste par une diminution de la densité optique ; elle a cté 
vérifiée par numération (1). Enfin, pour une concentration encore 
supérieure du savon (20 x 10~-* g/cm’, courbe d), on observe 
seulement une lyse partielle, sans reprise de la croissance pendant 
la durée d’observation (sept a dix jours). Nous désignerons par 
concentralion-seuil d’inhibition la concentration du savon pour 
laquelle on obtient ce dernier résultat. 

Plusieurs faits importants sont mis en évidence par |’étude de 
ces courbes : 

1° La lyse. — Elle est toujours partielle (50 4 60 p. 100 de la 
concentration initiale en bactéries, au bout de deux ou trois jours), 
quelle que so:t la concentration en savon, au-dessus de la concen- 
tration-seuil. Elle ne progresse plus avec le temps, le nombre de 
bactéries restant sensiblement le méme, apres Ja lyse initiale de 
50 p. 100, jusqu’au quinziéme jour, et peut-étre au dela. En outre, 
alors qu’aprés une demi-heure de contact avec une concentration 
de savon 1,5 fois supérieure a la concentration-seuil, la lyse est 
imperceptible, Vaction inhibitrice du savon n’est plus réversible 
par centrifugation et nouvelle suspension des bactéries dans le 
milieu de culture sans savon. Ces différents faits : lyse incomplete, 
non-proportionnalité entre le nombre de bactéries lysées et la 
concentration du savon, irréversibilité de action inhibitrice du 
savon alors que la lyse est imperceptible, semblent indiquer que 
la lyse n’est qu’un phénoméne secondaire a |’action inhibitrice du 
savon. 

2° L’inhibition partielle, qu’on observe pour des concentrations 
de savon comprises entre celle pour laquelle la courbe de croissance 
coincide avee celle du témoin, et la concentration-seuil (courbes b 
et c, fig. 1). L’action du savon semble se manifester uniquement 
par un retard, par rapport au témoin, accompagné ou non de lyse 
partielle, la croissance n’étant ensuite aucunement modifiée (les 
courbes de croissance sont paralléles 4 celles du témoin). Ceci 
distingue l’action du savon de celle d’autres agents inhibiteurs de 
Ja croissance bactérienne, les sulfamides par exemple, dont l’action 
se manifeste par une augmentation du temps de division [8]. Cette 
absence d’action sur la multiplication des bactéries, lorsque celle- 
ci a commencé, peut s’expliquer de deux facons : soit par l’appa- 


(1) La lyse s’accompagne d’une diminution de l’acido-résistance des 
bactéries non lysées. 
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rition de bactéries résistantes, soit par la diminution de la concen- 
tration du savon libre dans le milieu de culture (une partie pouvant 
étre neutralisée par des substances libérées lors de la lyse, ou 
absorbées et métabolisées par les bactéries). 

Etant donné que nous n’avons pu mettre en évidence |’apparition 
d’une résistance acquise a ]’action inhibitrice des savons, l’hypo- 
these d'une diminution a la concentration de savon semble la plus 
vraisemblable. D’autant plus qu’il parait nécessaire, pour obtenir 
une inhibition de la croissance du B. K., que la concentration 
initiale du savon dans le milieu de culture dépasse un certain 
minimum. En effet, lorsqu’on fait. varier la concentration en 
bactéries de Vinoculat, et que l’on détermine le seuil d’inhibition, 


Nombre de  bactéries/cm! 


15x 40° 
4 x apie 
5x ‘4 
410 ao 30 ao x 46° grem* 
Fic. 2. — Concentration du savon. 


on constate une relation directe entre la concentration des bactéries 
et la concentration du savon. Cette relation est mise en évidence 
sur la figure 2, ot! l’on a porté en ordonnées le nombre de bacté- 
ries par centimétre cube, et en abscisses, ]a concentration en savon 
par centimétre cube. On obtient une droite qui ne passe pas par 
Vorigine. Cela suggére que, pour inhiber la croissance du hacille, 
il faut que Je savon atteigne une certaine concentration dans le 
milieu, en équilibre avec une certaine concentration soit a la 
surface, soit a l’intérieur du bacille. Le point ot la droite coupe 
l’axe des abscisses nous donne cette concentration. Pour le cas 
représenté sur la figure 2 (oléate de Na), cette concentration serait 
de 6,5 x 10—* g/cm’. Cette quantité est trop faible pour pouvoir 
étre dosée par les méthodes courantes. Nous espérons pouvoir le 
faire 4 aide de savons marqués par C,, 3 ce qui nous permettra 
peut-étre de préciser en outre le lieu et le mode d’action du savon 
(action a la surface du bacille, par modification de sa perméabilité ; 
pénétration a l’intérieur du bacille et désorganisation de la struc- 
ture du protoplasme, ou action sur son métabolisme). 
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L’ ACTION INHIBITRICE DES SAVONS EN FONCTION DE LA LONGUEUR DE 
LA cH\ine. — L’étude de la variation de la concentration-seuil, en 
fonction de la longueur de la chaine hydrocarbonée du savon, met 
en évidence un autre point important, en ce qui concerne les condi- 
tions d’action de ces corps sur la croissance du B. Kk. 

Lorsque l’on compare |’action d’une série homologue de savons 
(série aliphatique de C,, 4 C,,), on constate que la concentration- 
seuil, pour une méme concentration des bactéries, décroit avec la 
longueur de la chaine, pour passer par un minimum pour le myri- 
state (C,,) et croitre ensuite (tableau I). Autrement dit, on constate 


TABLEAU I. 
CONCENTRATION-SEUIL 
— (moles x 10-8) 
Gaprate: devNa Cyne crcmmst ene wean sate 0,445 
lianratedesNauCis eames nh cc ence ee meet a 0,44 
IY Oy PUG UENO) INES, HS eG 6 6 Gao 5 6 Sono a 0,053 
PalmitatetdesNaiGeae., 1. sie hee cis) et eet eee 0,093 
Stéarate de Na Gig... 6 ee ee ee ee ee 0,15 


un maximum d’efficacité pour C,,. Adams [9] avait déja observé ce 
phénoméne en étudiant Vaction de séries homologues de savons 
d’acides gras ramifiés ou cycliques sur le bacille de Hansen, le 
maximum étant obtenu pour les composés en C,, a C,,, suivant la 
série. McNally [10] trouve également un maximum dans |’activité 
des acides succiniques mono- et di-substitués sur la croissance du 
B. K., pour les composés en C,, ; et Eggerth [44] a montré qu’on 
trouvait un maximum dans l’action bactéricide des savons salipha- 
tiques, ce maxiumm variant entre C,, et C,,, suivant l’espéce bacté- 
rienne étudiée. 

Certains auteurs [42] ont proposé d’expliquer ce phénoméne par 
la superposition de deux propriétés opposées des agents tensio- 
actifs, ’une, l’adsorbabilité, qui croit avec la longueur de la chaine 
hydrocarbonée, l'autre la solubilité, qui décroit. D’autres auteurs, 
cependant, ont remarqué que la mouillabilité de Ja laine par des 
séries homologues d’agents tensioactifs passait par un maximum 
pour une certaine longueur de chaine indépendamment de la solu- 
bilité [43]. 

Nous croyons pouvoir interpréter ces faits a l’aide des résultats 
obtenus lors d’une étude sur l’adsorption de ces mémes savons sur 
la cire extraite du B. K. [14]. En effet, alors que l’adsorbabilité a 
la surface libre de l’eau (pression superficielle, c’est-a-dire dimi- 
nution de l’énergie libre superficielle en fonction de la concen- 
tration) des savons de la série aliphatique croit avec la longueur de 
la chaine de C,, a C,, (fig. 3), l’adsorbabilité a V interface. entre la 
solution et la cire extraite du B.K. (pression interfaciale en 


fonction de la concentration) passe par un maximum pour C,, 
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(fig. 4). Nous avons retrouvé ce méme maximum pour l’adsorba- 
bilité des savons a l’interfiace entre leurs solutions et la paraffine. 
Ce phénoméne semble donc dépendre d’une particularité de 
adsorption des agents tensioactifs a linterface entre leurs 
solutions aqueuses et des solides hydrophobes. 

Si l'on considére que la surface du B. K. est hydrophobe [45], 


dynes/cr 


superficielle 
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et que la cire que l’on en extrait représente une fraction importante 
de ses constituants [46], le rapport entre l’adsorbabilité sur la cire 
et le seuil d’inhibition de sa croissance par les savons acquiert 
toute son importance. Cela veut dire que l’action inhibitrice des 
savons d’une série homologue sur la croissance du B. Kk. dépend 
de leur adsorption a la surface du bacille, et que méme si cette 
adsorption n’est pas la cause directe de l’inhibition, elle parait étre 
le premier stade nécessaire a toute action sur le bacille. 
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On peut done décomposer l’action inhibitrice des savons en trois 
temps : 

1° L’adsorption du savon a la surface du bacille ; 

2° L’inhibition de la croissance, qui peut étre totale ou partielle 
suivant la concentration du savon, et dans le dernier cas naltecte 
pas la multiplication ultérieure du bacille ; 

3° La lyse, qui semble n’étre qu’un effet secondaire. 
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Quelles sont exactement les affinités tissulaires des deux souches 
de virus Coxsackie isolées par Dalldorf et Sickles [4], la souche B, 
réputée éminemment neurotrope, et la souche A type I, considérée 
comme sélectivement myotrope? Nous apportons, dans la présente 
note, des contributions concernant ce probléme. 

Il nous a semblé particuliérement intéressant d’utiliser, comme voie 
d’introduction de ces souches de virus, le revétement cutané (injection 
intradermique et scarification), afin de les situer par rapport a notre 
classification des Ectodermoses neurotropes, affections provoquées par 
des ultravirus offrant une attirance simultanée a l’égard de 1’ecto- 
derme proprement dit (peau et muqueuses) et de 1]’ectoderme inva- 
giné (névraxe). 


I. Souche neurotrope B. — 1° Vote iInTRADERMIQUE. — a) Premiére 
expérience ;: Une émulsion d’encéphale de 6 souriceaux morts de l’encé- 
phalite vacuolisante provoquée par cette souche est inoculée, par 
voie intradermique, 4 6 souriceaux nouveau-nés. Ceux-ci ne présentent 
aucune modification cutanée macroscopique, mais succombent ou 
sont sacrifiés malades Jes troisitme et quatriéme jours. L’examen 
histologique de leur névrare se révéle radicalement. négatif (absence 
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de toute trace d’encéphalopathie). Or, leurs cerveaux, inoculés par voie 
transcranienne A 5 souriceaux, tuent ces derniers en trois, cing, six et 
sept jours, avec des lésions type Coxsackie (intensité presque x Ne 

b) Seconde expérience : Le virus cérébral de 6 souriceaux est admi- 
nistré, par cette méme voie intradermique, 4 cinq autres souriceaux, qui 
succombent entre le troisiéme et le quatriéme jour. Aucune altération 
cérébrale chez ces sujets, mais chez l’un d’eux une légére réaction 
cutanée correspondant au point d’inoculation et consistant en un 
envahissement du derme par des polynucléaires, sans aucun retentis- 
sement de la couche cornée, ni de l’appareil pileux. Ici, également 
l’épreuve de la virulence de l’encéphale dénote la présence dans cet 
organe de la souche B neurotrope (5 souris mortes ou sacrifiées malades 
du cinqniéme au sixiéme jour ; encéphalite vacuolisante variant entre 
++++ et «). Ajoutons que dans un autre essai similaire au pré- 
cédent, il nous a été donné de constater, il est vrai rarement, des 
altérations de myélite aigué et aussi quelques modifications de la 
peau offrant le méme caractére que celles décrites précédemment. 

Il résulte de ces deux expériences comparables que l’injection de 
virus Coxsackie type B neurotrope par voie intradermique, tout en 
provoquant la maladie et surtout le décés des animauz, n’est suivie 
@aucune modification histologique de l’encéphale, mais confére 
a celui-ci la faculté d’engendrer la névraxite Coxsackie typique chez 
les souriceauz-tests inoculés par voie transcranienne. Par ailleurs, le 
revétement cutané ne réagit que rarement au transfert de l’ultragerme 
dans la peau, lequel respecte toujours l’intégrité de |’épiderme ainsi 
que celle des follicules pileux. L’affinité neurotrope du virus type B est 
done rigoureusement sélective, ce qui autorise 4 exclure cet ultragerme 
du groupe des virus qui engendrent les maladies désignées par 
Vexpression d’Ectodermoses neurotropes. 


2° SCARIFICATION CUTANEE. — Une émulsion cérébrale virulente sert 
a contaminer, par scarification cutanée, une série de 7 souriceaux 
nouveau-nés. Quatre de ceux-ci meurent du cinquiéme au neuviéme 
jour ; les 3 derniers, malades le cinquitme jour, sont sacrifiés para- 
lysés le neuviéme jour. Aucune modification histologique de leur 
encéphale, ni de leur revétement cutané. Or, le transfert de l’émulsion 
névraxique provenant des sujets morts s’est révélé capable de déter- 
miner une encéphalopathie mortelle (du troisitme au quatriéme jour) 
chez 6 souriceaux (intensité lésionnelle entre ++ et +++). 

Ainsi, cette tentative, comme d’ailleurs les précédenies, prouve la 
réalité de Vaffinité strictement neurotrope de la souche B de virus 
Coxsackie, que cette souche soit inoculée par voie intradermique ou 
par scarification cutanée. 


II. Souche myotrope A type I. — Voie intradermique. — Les mémes 
particularités se font jour si, au lieu d’expérimenter avec la souche 
neurotrope B, on s’adresse A la souche A myotrope. En effet, un 
mélange de muscles lésés (1) et de cerveau provenant de souriceaux 


(1) Voir au sujet des caractéres des lésions musculaires: ©. Levapitt. 
Semaine des Hépilaur, 1950, n° 88, 4541; Franee médicale, 1951, n° 11 
(premiers essais réalisés dés novembre 1950). 
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nouveau-nés inoculés par voie intramusculaire avec cette derniere 
souche, est administré par voie intracérébrale & 5 souriceaux neufs. 
Ceux-ci succombent le septiéme jour, avec des paralysies généralisées. 
On examine histologiquement leur encéphale, leur moelle épiniére, 
leur musculature pré-vertébrale et celle des membres, ainsi que leur 
revétement cutané. Or, par deux fois on décéle de la myosite dégé- 
nérative des muscles pré-vertébraux et constamment celle de la muscu- 
lature des membres, alors que le cerveau offre un aspect normal. 
Absence de lésions cutanées. 

Il en résulte que le névraxe des souriceaux inoculés avec la souche A 
type I, tout en se révélant exempt de lésions encéphalitiques, renferme 
une quantité de virus myotrope suffisante pour que, transféré par 
voie intramusculaire & des sujets neufs, il déclenche une myosite 
dégénérative intense, et cela en l’absence de toute modification histo- 
pathologique de l’encéphale, de la moelle épiniére et du revétement 
cutané. Done, affinité sélectivement myotrope de cette souche A. 

Dispersion de la souche neurotrope B dans lorganisme des souri- 
ceaux contaminés par voie intradermique. Soit 6 souriceaux sacrifiés 
malades les troisitme et quatriéme jours aprés l’inoculation du virus 
dans le derme. La recherche de l’ultragerme dans les divers organes 
(cerveau, foie, rate, poumon, rein) et dans la circulation sanguine 
révéle histologiquement sa présence dans l’encéphale [4/4] (2), dans 
le foie (1/2), dans la rate (2/2), dans le poumon (1/2) et dans le 
sang (2/2; altérations légéres). Par contre, il nous a été impossible 
de déceler des modifications histologiques neuroniques chez les sou- 
riceaux inoculés avec une émulsion de rein (0/6). L’ultravirus encé- 
phalitogéne B inoculé par voie intradermique 4 des souriceaux nou- 
veau-nés, tout en déterminant la mort des sujets, se disperse donc 
dans tous les organes ainsi que dans le sang, et parait absent dans le 


rein. 


Conclusions. — Neurotropisme spécifiquement sélectif de la souche B 
de virus Coxsackie et myotropisme également rigoureux de la souche A 
type I, ce sont la les principales conclusions qui découlent de nos 
recherches. De plus, la souche neurotrope B est loin d’étre comparable 
aux virus qui engendrent les EcTtoDERMOSES NEUROTROPES. 
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Dalldorf et Sickles [4] ont les premiers montré que soit a l]’égard 
des souches de virus Coxsackie neurotropes (B), soit vis-a-vis de celles 
du méme virus myotrope (A), les souriceaux nouveau-nés sont les 
seuls & se révéler réceptifs, alors que les souris adultes offrent une 
résistance irréductible A la contamination intracérébrale, sous-cutanée 
ou péritonéale par ces deux types d’ultragermes. Cette particularité 
nous a servi & des études concernant l’association entre le virus 
Coxsackie neurotrope et d’autres ultravirus neuronophiles pathogénes 
non seulement a Jl’égard des souriceaux, mais encore des souris 
adultes [2]. 


I. Pour quelles raisons les sujets plus 4gés que les trés jeunes souri- 
ceaux présentent-ils une telle résistance ? Nous avons essayé de résoudre 
ce probléme de la maniére que voici : 

Aprés avoir constaté, dans des essais préliminaires, qu’il était 
impossible de rendre réceptive la souris adulte en procédant a des 
entrainements progressifs du virus encéphalitique type B sur des 
souris de plus en plus vieilles, nous avons recherché si cette immu- 
nité naturelle n’était pas attribuable 4 des propriétés neutralisantes du 
tissu cérébral des souris adultes pouvant étre mises en lumiére in vitro. 
Or, une premiére expérience comprenant des mélanges A parties égales 
de virus (émulsion cérébrale de souriceaux contaminés par voie trans- 
cranienne) et d’extrait de cerveaux soit de souriceaux nouveau-nés, 
soit de sujets adultes, nous ayant fourni des résultats entiérement 
négatifs, nous avons effectué l’essai quantitatif suivant : 

1° Dose d’émulsion cérébrale virulente ; 0,5 cm?; dose d’émulsion 
névraxique : 1 cm* (concentration de l’émulsion : 1/10). Séjour a 37° : 
trois heures. — a) Cerveau de souris adulte: Inoculation, par voie 
cérébrale, & 5 souriceaux nouveau-nés, dont un est mort le troisiéme 
jour et les autres ont été sacrifiés malades le quatriéme jour. Examen 
histologique de l’encéphale : lésions positives (4+++4 A o). b) Cer- 
veau de souriceauz : Inoculation & 6 souriceaux nouveau-nés, dont 
2 ont été sacrifiés agonisants le troisisme jour et 4 le quatriéme jour. 
Examen histologique de ]’encéphale : lésions positives (de + A ++++), 

2° Dose d’émulsion cérébrale virulente : 0,1 em? ; dose d’émulsion 
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névrazique : 0,9 cm . Méme contact. — a) Cerveau de souris adultes : 
Inoculation, par voie cérébrale, & 3 souriceaux nouveau-nés, dont 1 est 
mort le troisiéme jour et les 2 autres ont été sacrifiés agonisants le 
quatriéme. Examen histologique de lencéphale : lésions positives 
(de ++ + & + + + +). b) Cerveau de souriceaux: Inoculation aA 
6 souriceaux nouveau-nés, dont 2 sont morts le troisiéme jour et les 
4 autres ont été sacrifiés agonisants le quatriéme. Examen histologique 
de l’encéphale : lésions positives (de +4 a ++++4). 

Conclusion. De l’ensemble de ces essais, il résulte que la résistance 
des souris adultes 4 lultravirus Coxsackie, inoculé par voie trans- 
cranienne, ne parait pas devoir étre attribuée 4 la présence dans leur 
cerveau de principes neutralisants pouvant étre mis en évidence par 
des essais in vitro. Tout porte A croire que la réceptivité neuronique 
des souriceaux, ainsi que la résistance des éléments nobles de 1’encé- 
phale des souris adultes, est l’expression d’un processus éminemment 
cellulaire, conférant aux divers constituants du névraxe des souri- 
ceaux une réceptivité particuliére, reflet de leur vitalité extréme. Cette 
propriété est comparable a l’hypersensibilité offerte par des cellules en 
voie de division caryocinétique 4 l’égard d’autres ultragermes (vaccine, 
par exemple) ou de certains agents physiques (tumeurs, rayons X). 


II. Récemment, Findlay et Howard [3] ont montré que l’injection 
d’acétate de cortisone 4 de jeunes souris adultes rend celles-ci plus 
sensibles au virus Coxsackie myotrope type A, en ce sens que la 
myosite dégénérative provoquée par ce virus chez les sujets en expé- 
rience dépasse en intensité celle des animaux témoins. De tels résultats 
concordent avec ceux relatés par Shwartzman [4] et par les précé- 
dents auteurs (Findlay et Howard, loc. cit.) en ce qui concerne 1’infec- 
tion poliomyélitique expérimentale de la souris et du hamster. 

Nous avons répété ces essais, dont voici les détails : 

Premier essai. — Virus Coxsackie souche encéphalitogéne B. Deux 
lots de souris 4gées de 4 semaines. Le premier lot témoin comprend 
4 sujets; tous ont survécu jusqu’au vingt-troisitme jour (temps 
extréme de nos observations). Le second lot comporte 5 souris qui 
recoivent, par voie sous-cutanée, 5 mg d’acétate de cortisone [5] deux 
heures avant la contamination et la méme dose au bout de dix-huit 
heures. Toutes ces souris ont survécu. Donc, résultat négatif. 

Deuziéme essai. — Méme virus Coxsackie type B. Dispositif expé- 
rimental identique au précédent, mais souris agées de 3 semaines. 
Premier lot : témoin comprenant 5 sujets ; survie indéfinie. Deuxiéme 
lot : administration sous-cutanée de 5 mg d’acétate de cortisone deux 
heures avant la contamination et de la méme dose dix-huit heures et 
sept jours plus tard. Quatre de ces souris sont mortes les huitiéme, 
neuviéme, dixiéme et douziéme jours; la derniére a survécu, dans 
un état général précaire. Examen histologique de l’encéphale : présence 
presque constante, chez les souris mortes, d’une méningite corticale 
de faible intensité, avec mobilisation des polynucléaires dans le paren- 
chyme néyraxique, vaso-dilatation et hémorragies, mais aucune alté- 
ration d’encéphalite type Coxsackie. 

Des passages du névraxe des souris mortes ont été effectués sur 
4 souriceaux nouveau-nés (2170, 2171, 2172 et 2173). Deux de ceux-ci 
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(2170, 2171) sont morts le sixiéme jour ; les 2 autres, apres avoir 
présenté quelques signes morbides, ont été sacrifiés le huitiéme jour. 
Examen microscopique du cerveau :; Souriceau 2170, altérations céré- 
brales intenses (+ +++) type Coxsackie ; S. 2171, mémes altérations 
moins accentuées (+ + +); S. 2172 et 2173, aucune lésion cérébrale. 

Il en résulte que, contrairement aux témoins, les souris agées de 
3 semaines ayant recu de l’acétate de cortisone ont présenté une 
réceptivité accusée a l’égard du virus Coxsackie, lequel, tout en n’ayant 
pas provoqué chez elles d’altérations encéphaliques typiques, mais 
sculement des lésions méningées et vasculaires, était présent, il est 
vrai en petite quantité, dans leur névraxe central. ; 


Concitusron. — L’acétate de cortisone semble rendre réceptives au 
virus Coxsackie type B, inoculé par voie intracérébrale, les souris dgées 
de 3 semaines. 
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PARALYSIE FACIALE DITE « A FRIGORE » 
AU COURS DU TRAITEMENT ANTIRABIQUE 


par P. REMLINGER. 


(Institut Pasteur de Tanger.) 


Le nerf facial figure souvent parmi les paralysies du traitement 
antirabigue. A cdté des cas ou sa paralysie est associée X une paralysie 
des membres dont l’origine myélitique n’est pas douteuse, il est des 
formes uniquement névritiques présentant la symptomatologie clas- 
sique de la paralysie faciale dite a frigore. Guérissant toujours, cette 
paralysie peut revétir une forme unilatérale si fruste qu’elle est suscep- 
tible de passer inapercue ou de ne pas étre rattachée A sa cause 
véritable. Cette bénignité trés grande est présentée par l’observation 
suivante. 


Enrique R..., 17 ans, employé de commerce. Aucun autre antécédent 
pathologigue que la rougeole. Est mordu pendant son sommeil par un 
rat qui s’est enfui. La morsure a déterminé un léger écoulement de sang. 
Le traitement antirabique est institué en raison du fait que, les jours 
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précédents, la rage a été constatée expérimentalement chez plusieurs rats 
d’égouts du quartier. Méthode de Semple. Injection journaliére de 5 cm? 
de vaccin phéniqué. Aucune particularité jusqu’au dixiéme jour de la vacci- 
nation. Le sujet signale 4 cette date que, s’il peut fermer les deux yeux 
en méme temps, il est, 4 moins de s’aider avec la main, incapable de 
fermer isolément l’ceil droit. Il éprouve également de la difficulté a siffler, 
alors que d’ordinaire il le faisait avec une certaine virtuosité et il lui 
semble que les aliments n’ont plus leur saveur habituelle. Il n’attache pas 
grande importance 4 ces manifestations complétement indolores. Au repos, 
la physionomie différe trés peu de la physionomie habituelle, l’ceil droit 
n’étant pas plus largement ouvert que l’ceil gauche, ainsi que devrait le 
faire une paralysie de l’orbiculaire. Par contre, si on fait parler ou rire 
le sujet, on constate une forte déviation de la bouche et le grimacement 
caractéristique de Ja paralysie faciale périphérique. Aucune déviation de 
la langue. Aucun trouble de la prononciation, mais il existe une difficulté 
4’ souffler comme a siffler. Normale dans la moitié gauche de la langue, 
la saveur des aliments est, particuliérement pour le sel et pour le sucre, 
tres diminuée dans la moitié droite, mais dans ses deux tiers antérieurs 
seulement. Aucune autre manifestation oculaire que la lagophtalmie. On 
ne voit pas la nécessité de suspendre le traitement qui est poursuivi jus- 
qu’au quinziéme jour sans que Ja moindre aggravation se soit produite. 
La cessation des injections est suivie d’une régression rapide des symp- 
tomes. Deux semaines plus tard, le malade se présentait A l'Institut complé- 
tement guéri. 


L’étiologie a frigore de cette paralysie n’a pas paru devoir étre 
retenue. La relation avec le traitement antirabique a semblé évidente. 
L’atteinte du facial ne fait aucun doute. En raison des troubles du 
goat, il est également certain que l’atteinte a porté sur le nerf 
au-dessus de l’échappée de la corde du tympan. Quant Aa savoir si 
elle a été le fait du virus fixe, de l’hypothétique toxine rabique, d’un 
poison de la substance nerveuse normale..., etc., on ignore compleé- 
tement. On sait combien sont nombreuses et discordantes les opinions 
émises au sujet de 1’étiologie des paralysies du traitement antirabique... 
L’atteinte d’un nerf périphérique ne parait guére susceptible d’appor- 


> 


ler un élément a la solution de la question. 


L’HYDRAZIDE DE L’ACIDE ISO-NICOTINIQUE (INH’. 
ACTIVITE 
ANTITUBERCULEUSE CHEZ LA SOURIS. 
CREATION DE SOUCHES RESISTANTES /W VITRO 


par N. RIST, Mv: F. GRUMBACH et S. CALS et M'* J. RIEBEL. 


(Institut Pasteur, Service de la Tuberculose.) 


Historique. — L’histoire de la récente découverte américaine révéle 
une bien curieuse démarche des progrés de la chimiothérapie. Pour 
la troisitme fois depuis la découverte du Prontosil par Domagk le 
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méme phénoméne se reproduit: au cours de 1’étude d’un produit 
actif compliqué, on découvre un produit simple et plus actif, qui se 
trouve ¢tre soit une partie du produit primitif, soit un intermédiaire 
nécessaire & sa synthése. 

Du colorant azoique compliqué qu’était le Prontosil, Tréfouél, 
M™@e Tréfouél, Nitti et Bovet détachent le sulfanilamide, maillon capital 
de la chaine qui conduit 4 1’INH, et qui devient le pivot de nombreux 
composés nouveaux. Parmi ceux-ci, Domagk étudie le sulfathiodiazol, 
vingt fois plus actif que le sulfanilamide sur le bacille de Koch. Or, 
pour synthétiser le thiodiazol, les chimistes Mietzsch et Behnisch 
cyclisent la thiosemicarbazone de la benzaldéhyde, qu’ils confient 4 
Domagk avec d'autres substances intermédiaires. Bien que n’étant plus 
un sulfamidé, ce corps se révéle actif. Son dérivé acétylaminé, ou 
TbI de Schmidt et Domagk, extrémement efficace au laboratoire, devient 
le centre de nouvelles recherches. 

Chorine ayant montré, en 1945, l’activité trés faible mais souvent 
confirmée depuis [4] de la nicotinamide, A. Girard remplace le noyau 
benzénique des thiosemicarbazones de Domagk par la pyridine. Et il 
montre avec C. Levaditi [4] que la thiosemicarbazone de 1’aldéhyde 
nicotinique est plus active que le TbI. Grunberg et Leiwant [2] 
montrent qu’il en est de méme de la thiosemicarbazone de l’aldéhyde 
iso-nicotinique. Or, pour préparer cet aldéhyde, Fox emploie |’hydra- 
zide de l’acide iso-nicotinique. Il le fait donc éprouver — dés été 
1950 — par Grunberg et Schnitzer [3] qui constatent son extra- 
ordinaire activité in vitro et in vivo (1). Nous avons montré ailleurs [5] 
que si, historiquement, les thiosemicarbazones et l’hydrazide sont 
étroitement liées, leur mécanisme d’action est bien différent. 

Activité antitubercuieuse. — Selon les auteurs américains [2, 7] 
LVINH est, in vitro comme chez la souris, dix a vingt fois plus actif 
que la streptomycine et seulement cing fois plus toxique (toxicité 
aigué). Nos premieres expériences [5], réalisées avec 1l’hydrazide 
que nous devons a l’obligeance de M. André Girard, confirment les 
résultats américains. Nous y ajouterons que: 1° in vitro, six souches 
humaines résistantes au PAS ou a la streptomycine se sont montrées 
aussi sensibles 4 V INH que la souche H87Rv ; 2° chez les souris infectées 
par voie veineuse, traitées 4 partir du lendemain, et sacrifiées le vingt- 
cinquiéme jour, une dose de 0,1 mg par jour suffit 4 empécher l’appa- 
rition des lésions microscopiques. On ne trouve aucun bacille acido- 
résistant sur les frottis de poumons. On en colore 1 pour 100 champs 
microscopiques dans la rate. 

Dans une nouvelle expérience, on a commencé le traitement quinze 
jours aprés l’inoculation, soit cing 4 dix jours avant la mort des 
témoins, au moment ot les granulations pulmonaires sont déja visibles 
4 l’ceil nu et ot le nombre des bacilles sur frottis atteint 40 par champ. 
Aprés quinze jours de traitement (1 mg par jour) les souris ont été 
sacrifiées, ayant continué a prendre du poids : leurs lésions ne s’étaient 
pas aggravées et les bacilles sur frottis étaient huit fois moins nom- 
breux qu’au début du traitement. 


(1) Hl est probable que pour Véquipe de G. Rake Venchainement des 
faits a été analogue. 
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Action sur lacido-résistance. — Cette diminution des bacilles 
s’explique mal par une action bactériostatique ou méme bactéricide, 
car ces actions n’entrainent geénéralement pas une lyse rapide des 
bacilles. 

On doit donc se demander si cette diminution n’est pas due A une 
perte de l’acido-résistance. In vitro, en effet, en milieu de Youmans et 
de Dubos, une culture en pleine croissance perd son acido-résistance 
en vingt-quatre heures, au contact de 0,15 ug dINH par centimétre 
cube. Les bacilles, aprés coloration de Ziehl, apparaissent comme de 
fins batonnets bleus et granuleux. Les bacilles résistants A lINH 
échappent a cette altération. 

Ces faits nous obligent 4 interpréter avec prudence la rapide dispa- 
rition des bacilles de l’expectoration des malades traités par 1 INH, 
décrite par les cliniciens [6]. Par ailleurs, ils rendront peut-étre 
possible une mesure rapide de la résistance A INH. 

Résistance 4 VINH. — Selon Fust [1], en mars 1952, aucune souche 
résistante n’aurait été isolée, et la note de la Trudeau Society ne 
mentionne de lignée résistante que pour le BCG. Il est cependant 
trés facile d’obtenir des souches résistantes en milieu liquide de 
Youmans au sérum: a partir de la troisitme semaine (2) quelques 
petits grains apparaissent dans les tubes restés limpides et contenant 
des concentrations d’INH quatre a trente fois supérieures 4 celle qui 
empéche la culture de l’ensemble de la population ensemencée (soit 
0,05 a 0,1 wg par centimétre cube). Ces grains sont des colonies 
développées A partir de quelques individus résistants ; ils donnent 
naissance dés leur premier repiquage a des lignées cinquante A cent 
fois plus résistantes que la population originelle. 

La proportion et la répartition des individus résistants varient avec 
les souches. Pour un premier type de souche (H37Rv, par exemple), 
les grains apparaissent jusque dans le tube 0,3 pg si l’on a ensemencé 
1000 000 de bacilles (0,01 mg), et jusque dans le tube 2,5 wg par 
centimétre cube aprés un ensemencement dix fois supérieur. Dans les 
deux cas, le nombre de grains diminue lorsque croit la concentration 
en INH. Pour un deuxiéme type de souches (bovines, par exemple), 
Vensemencement de 0,01 mg donne naissance a 5 ou 10 colonies 
isolées dans chacun des tubes échelonnés entre 0,15 et 5 ug, et le 
nombre des colonies y est pratiquement uniforme. 

In vitro donc, il est plus facile d’obtenir des souches résistantes A 
VINH que des souches résistantes & la streptomycine. I] faut craindre 
qu’il en soit de méme en clinique et s’efforcer dés maintenant de 
parer A ce trés grave danger en tenant comple des enseignements de 
la streplomycinothérapie. 
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SENSIBILITE DE DIVERS GERMES 
ET DU BACILLE DE KOCH 
A UHYDRAZIDE DE L’ACIDE ISONICOTINIQUE (|) 


par F. TISON. 


(Sanatorium de Praz-Coutant, Haute-Savoie.) 


Nous voulons relater ici les premiers essais in vitro “de Vhydrazide 
de l’acide isonicotinique. 

Nous avons réalisé des gammmes de dilutions correspondant, par centi- 
métre cube de milieu, a: 

Témoin : 0,1, 0,5, 1, 2, 5, 10, 50, 100 y de hydrazide. Ces gammes 
ont été faites sur bouillon pour les germes banaux et sur Jensen pour 
les bacilles de Koch (ce qui permettrait éventuellement la numéra- 
tion des colonies). 

Les résultats ont été nets et assez surprenants : 

Tous les germes banaux ensemencés en inoculat minime soil : 


B. sublilis. 
Proteus X 19. 
Colibacille. 
Staphylocoque. 
Pneumocoque. 


ont poussé immédiatement et complétement 
jusqu’au tube @ 100 y. 


Sur Jensen nous avons ensemencé 6 souches de bacille de Koch : 


Deux souches sensibles a 1 y de streptomycine. 

Une souche résistante 4 10 y de streptomycine. 

Deux souches résistantes 4 > 100 vy de streptomycine. 
Une souche dépendante a 50 y de streptomycine. 


Toutes les cultures, méme avec un inoculum riche, sont nettement 
arrctées 4 0,1 y d’hydrazide par centimétre cube. Aucune colonie ne 
se rencontre dans les tubes suivants. 

* 
x * 
Ces résultats partiels sont assez surprenants pour mériter d’étre 


publiés. 


(1) Gracieusement fourni par Diamant. 
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C’est la premiére fois qu’une substance agit aussi électivement sur 
le bacille de Koch a concentration trés faible, sans inhiber A concen- 
tration mille fois supérieure des germes banaux qu’ils soient Gram 
positifs ou Gram négatifs. 

Il n’y a pas de parallélisme, in vitro, entre la résistance A la streplo- 
mycine et une résistance éventuclle A l’hydrazide de l’acide isonico- 
tinique. 


LES ASPECTS DES LESIONS VACCINALES 
ET REVACCINALES 
PROVOQUEES PAR LE VIRUS JENNERIEN FORMOLE 
LEURS RAPPORTS AVEC L'IMMUNITE 


par Ropert FASQUELLE. 


(Faculté de Médecine. Laboratoire de Bactériologie.) 


Le virus vaccinal formolé (dont la virulence a été totalement sup- 
primée par l’action du formol et de la chaleur) ou anavirus [4], utilisé 
chez Vanimal, s’il est capable de faire acquérir au sérum un certain 
pouvoir neutralisant, ne détermine jamais l’immunité compléte de 
Vorganisme a |’égard d’une inoculation ultérieure d’un virus actif, 
nous l’avons vu antérieurement [2]. 

Il en est exactement de méme chez l’homme: sur une série de 
50 sujets, non revaccinés depuis plus de trente ans, et qui avaient 
recu trois injections de 2 cm? d’anavirus vaccinal 4 des intervalles de 
quinze jours, nous avons en effet constaté chez 47 d’entre eux une 
parfaite réceptivité cutanée a l’égard d’un virus vaccinal actif. 

Ces constatations sont, croyons-nous, importantes, car elles montrent 
qu’on ne peut appliquer A l’immunité dans les maladies a virus ce 
que l’on sait de l’immunité dans les infections toxigénes (1). 

En faisant agir avec précaution formol et chaleur sur le virus vac- 
cinal, au lieu de faire disparaitre sa virulence, on atténue seulement 
celle-ci [3]. 

Envisager le role d’un te] virus vaccinal formolé atténué sur la 
détermination de l’immunité 4 l’égard d’un virus vaccinal actif, et par 
suite A l’égard de la variole, c’est repenser tout le probléme de l’immu- 
nité antivariolique. 

Or on sait que, chez le nouveau-né primo-vacciné, deux réponses 
i la vaccination avec un virus actif sont possibles : 

La réaction pustuleuse, qui commence le quatriéme jour, atteint 
son maximum le douziéme jour et disparait le yingt et uniéme jour : 


(1) Le pouvoir neutralisant du sérum n’est nullement paralléle a J’état 
immunitaire : un animal préparé avec un vaccin tué peut avoir un pou- 
voir neutralisant du sérum élevé et rester réceplif A un virus actif. 
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c’est la réaction primo-vaccinale typique, qui confére Vimmunité 
contre la variole. 

L’absence de réaction, qui implique, selon les réglements en vigueur, 
deux nouvelles tentatives. 

Chez le revacciné, par contre, quatre réponses peuvent étre obser- 
vées, bien connues depuis Pirquet (1910) : 

La réaction pustuleuse type primo-vaccinal : le sujet avait perdu 
toute immunité ; la pustule, comme chez le nouveau-né, la lui confére 
& nouveau. 

La réaction accélérée, caractérisée par une petite vésico-pustule appa- 
raissant plus tot et évoluant plus vite : le sujet avait perdu une partie 
de son immunité ; la réaction accélérée affirme qu’il est & nouveau 
protégé contre la variole. 

La réaction précoce allergique : c’est une papule prurigineuse appa- 
raissant en douze A vingt-quatre heures, disparaissant en trois jours. 
Elle témoigne d’un état de sensibilisation allergique a 1’égard de l’anti- 
gene vaccinal ; cet état peut étre conjoint a l’immunité, mais n’en 
dépend pas. En effet, on peut obtenir ce mode de réaction avec un 
vaccin tué ou peu actif, chez un sujet qui présentera une réaction 
pustuleuse primo-vaccinale ou une réaction accélérée 4 une inoculation 
ultérieure d’un vaccin actif. 

L’absence de réaction, qui implique une nouvelle tentative. 

QO’est en fonction de ces notions classiques que nous avons essayé 
d’interpréter les résultats observés 4 la suite de l’emploi du virus 
vaccinal formolé atténué, d’une part, dans des revaccinations d’adultes, 
d’autre part, dans des primo-vaccinations de nourrissons. 

Chez les revaccinés, nous avons noté dans une série de cas les 
réponses suivantes : le sujet répondait a l’inoculation du virus vaccinal 
formolé atténué par une papule allergique précoce ; réinoculé un mois 
plus tard avec un virus vaccinal actif, il présentait une réaction pustu- 
leuse typique. 

Nous croyons qu’on peut ainsi comprendre ces faits : le virus atténué 
était tout juste apte a détecter la sensibilisation allergique ; il était 
incapable de déterminer une pustule vaccinale. 

Autrement dit, la réaction allergique précoce provoquée par le virus 
yaccinal formolé aurait pu faire croire A l’existence d’un état immu- 
nitaire, alors que la réinoculation avec un virus actif montrait que le 
sujet était réceptif A ce dernier virus, et donc A la variole. 

Chez Jes primo-vaccinés, nos observations peuvent se résumer ainsi : 
dans la majorité des cas, la réaction générale est totalement supprimée, 
la réaction locale est trés diminuée ; parfois la vésico-pustule ne se 
développe qu’avec retard, n’apparaissant que vers le quinziéme ou le 
seizieéme jour ; souvent méme la lésion prend un caractére sur lequel 
if convient d’insister particulitrement : vers le huitiéme jour se cons- 
titue une petite infiltration papuleuse, qui demeure A ce stade, sans 
aucun processus de vésiculation pendant une dizaine de jours, puis 
disparait sans laisser aucune cicatrice. Incontestablement donc, tout 
incident désagréable imputable 4 la vaccination est évité. 

Reste 4 préciser le degré de protection contre la variole conféré par 
un tel vaccin atténué. 


Nous avons donc, aprés un délai d’un mois, revacciné les enfants 
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avec un vaccin normalement actif. Dans tous les cas ot! une pustule 
avait été notée, l’inoculation de contréle n’a provoqué qu’une réaction 
allergique précoce. Mais chez les sujets ou: seule avait été observée la 
réaction papuleuse ci-dessus décrite, l’inoculation de contréle avec un 
vaccin actif a déterminé d’authentiques pustules de type primo- 
vaccinal. 

En bref, sous réserve que la protection antivariolique ne soit affirmée 
qu’en cas de pustule authentique, sous réserve aussi d’un recours 
sans hésitation en cas d’échec A une nouvelle inoculation avec un virus 
actif, nous estimons que l’utilisation d’un vaccin atténué se justifie 
dans les primo-vaccinations des nourrissons débiles ou chez les primo- 
vaccinés tardifs. 

Les faits rapportés nous paraissent donc motiver les conclusions 
suivantes : 

1° Le virus vaccinal, atténué par le formol, peut, au cours des 
revaccinations, détecter un état de sensibilité allergique, sur des sujels 
qui restent cependant réceptifs & un virus actif, donc a la variole ; 

2° L’emploi du virus vaccinal atténué par le formol peut étre 
indiqué dans les primo-vaecinations des nourrissons déficients ou chez 
les enfants primo-vaccinés tardifs, mais il implique un contrdle averti 
de l’évolution de la lésion, la constatation de la pustule primo-vaccinale 
authentique étant le seul témoignage dont on puisse inférer Ja protec- 
tion contre la variole. 


BIBLIOGRAPHIE 


{4] G. Ramon. Le prineipe des anatozines et ses applications. Masson et Ci, 
1950, p. 164-166 et 187-190. 

[2] P. Gasrinen et R. Fasguette. C. R. Soc. Biol., 1943, 437, 218. 

[3] P. Nexis et A. Larontaine. Rev. Immunol., 1948, 12, 289. — G. Ramon, 
P. Richou et J. P. Turery. Rev. Immunol., 1948, 42, 300. — C. Lrva- 
pitt. Rev. Immunol., 1950, 14, 26. 

[4] M. Lenone et J. Ramon. Presse méd., 1952, 60, 265. 


ETUDE D'INFECTIONS DE CATGUT 
PAR CL. BOTULINUM A 


par P. TARDIEUX, M. HUET et B. BJORKLUND. 


(Unstitut Pasteur. Service des Anaérobies, Paris, 
et Institut Baetériologique d’Etat, Stockholm.) 


Deux lots de catgut fabriqué a partir d’intestin de moutons 
d’Espagne viennent de présenter une infection absolument inattendue, 
sur laquelle l’attention des bactériologistes doit étre attirée. 

Au cours du contréle d’un lot de 10000 m qui avait été stérilisé 
en une seule fois par lV’iode, on a pu isoler un Clostridium pathogéne 
pour le cobaye, chez lequel il provoquait des lésions de nécrose, d’hémo- 
lyse et de myolyse, et des phénoménes généraux du type paralytique 
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entrainant la mort en trente-six 4 quarante-huit heures. Nous avions 
d’abord pensé A une Clostridiacée de la gangréne ; mais la toxine 
n’était nullement neutralisée par chacun des sérums anti-gangréneux. 

Les signes de paralysie nous ont amenés 4 rechercher l’action protec- 
trice des sérums anti-botuliques et nous avons constaté avec surprise 
que le sérum anti-A neutralisait complétement et rapidement cette 
toxine : il s’agissait donc de Cl. botulinum A. 

L’examen de controle qui a abouti a l’isolement de cette souche 
de Cl. botulinum a été fait comme suit: 96 m ont été divisés en 
64 parties de 1,5 m qui ont été examinées séparément ; une seule d’entre 
elles a donné une culture de ce Clostridium. En outre, plusieurs lots 
de catgut du méme fabricant avaient été examinés auparavant sans 
que des Clostridiacées eussent été isolées. Par la suite plusieurs lots 
ont donné des résultats négatifs. Mais quelques mois plus tard, le 
controle a permis d’isoler encore une fois des Clostridiacées. Cette fois 
90 m d’un lot de 10 000 m du méme fabricant ont été examinés 
séparément en 60 parties de 1,5 m ; 26 d’entre elles ont fourni une 
culture de Clostridium: Les 23 souches que nous avons pu étudier 
ont donné une toxine botulique active neutralisée comme précédem- 
ment par le sérum anti-A. Les 3 autres souches ont présenté les mémes 
caractéres culturaux et fermentaires que les souches toxiques. 

Ainsi, deux lots de 10000 m de catgut stérilisé par l’iode se sont 
révélés infectés par Cl. botulinum A. Ce fait, absolument nouveau et 
inattendu, mérite d’étre commenté, vu son grand intérét théorique et 
pratique. Nous exposerons ces commentaires en deux chapitres : 


I. Po_tuTion pu carcur. — Des recherches intéressantes ont été 
faites récemment sur la pollution du catgut, en fonction du mode de 
stérilisation et des méthodes de contrdéle. 

Rappelons tout d’abord le travail de Meleney, Humphreys et Carp 
(1927) [4], qui ont trouvé 5 cas d’infections gangréneuses humaines 
mortelles consécutives 4 des interventions chirurgicales. L’examen 
hactériologique du catgut a mis en évidence : Clostridium sordellii. 
Or, on sait que le catgut vient en général de J’intestin du mouton, ct 
par les travaux de Weinberg, Davesne et Lefranc [2] 
peut. étre porteur du germe Cl. sordellii. 

On peut également trouver dans le catgut: Plectridium tetani et 
Welchia perfringens, comme l’a récemment montré Savolainen 
(1951) [3]. Un travail considérable a été publié récemment par Cuboni, 
sur Ja pollution du catgut par les anaérobies. Welchia perfringens, 
Cl. eedematiens, Cl. septicum, Cl. histolyticum, Cl. sporogenes, Cl. 
bifermentans, Cl. sordellii, Pl. tetani et Pl. tertium y sont mentionnés 
comme les plus fréquents [4]. 

Dans ce travail, sont étudiés également le degré de pollution en 
fonction du mode de stérilisation et les méthodes de contrédle. De 
nouveaux moyens de stérilisation, par les colorants, les sels de mercure 
et les antibiotiques y sont proposés. 

L’ensemble de ces travaux nous permet d’affirmer que nous sommes 
en présence du premier cas de pollution de catgut par Cl. botulinum. 


Voyons dans le chapitre suivant les conséquences de l’éventualité de 
cette contamination. 


, que Je mouton 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 763 


Il. Clostridium bolulinum EN TANT QU’AGENT INFECTIEUX. — On a cru 
pendant trés longtemps que le botulisme était exclusivement une 
intoxination alimentaire. En 1945, Hall [5], pour la premiére fois, 
signale deux plaies accidentelles infectées par Cl. botulinum, mais les 
blessés ne présentérent pas de signe de botulisme. Au contraire, 
Hampson, en 1951 [6], publie un cas de botulisme dd A l’infection 
dune plaie par Cl. botulinum A. La méme année, Davis, Mattman 
et Wiley [7] publient un nouveau cas de botulisme mortel chez une 
jeune fille de 15 ans porteuse de blessures aux jambes et au thorax. 
Des plaies infectées, on isole Cl. botulinum A. 

Ces perspectives nouvelles concernant le botulisme comme compli- 
cation des plaies ont été résumées par Meyer et Eddie en 1951 [8]. 
Ces auteurs admettent définitivement le pouvoir infectieux de Cl. 
botulinum. 

Les travaux de Prévot [9] avaient d’ailleurs montré déja en 1948 
que le botulisme pouvait étre reproduit expérimentalement par l’injec- 
tion au cobaye de corps microbiens lavés cing fois et donc débarrassés 
de toxine préformée. Il a trouvé la raison de cette donnée nouvelle en 
appliquant a Cl. botulinum D la méthode de Raynaud, qui consiste 
2 extraire Ja toxine a partir des corps microbiens par les solutions 
hypertoniques. Traité de cette fagon, Cl. botulinum D donne une 
toxine absolument identique a l’exotoxine classique, mais seulement 
beaucoup plus concentrée ; Raynaud et Segond [40] ont obtenu des 
résultats analogues avec Cl. botulinum A et B. 

Le botulisme ne doit donc plus étre considéré exclusivement comme 
une intoxination alimentaire: il peut étre provoqué par la toxine 
renfermée dans des corps microbiens introduits dans l’organisme. Les 
faits les plus récents nous portent a croire qu’il pourrait méme appa- 
raitre & la suite de la prolifération des bacilles botuliques dans un 
foyer d’infecltion par un mécanisme analogue a celui du tétanos. 

Dans ces conditions, la découverte d’une pollution du catgut par 
Cl. botulinum prend une signification beaucoup plus inquiétante et 
doit inciter A une révision compléte des procédés de stérilisation et de 
controle, qui garantirait absolument de l’éclosion d’un_ botulisme 


mortel post-opératoire. 


Résumé Err conctusion. — Le fait expérimerttal exposé plus haut : 
infection par Cl. botulinum A de deux lots de catgut stérilisé, ef les 
données nouvelles sur la pathogénie du botulisme obligent a recon- 
sidérer les méthodes de stérilisation et de contréle du catgut. Toute 
technique de stérilisation doit étre avant tout adaptée aux propriétés 
physiologiques des anaérobies les plus résistants aux désinfectants 
et aux méthodes physiques. 

D’autre part, il faudra adopter une méthode de contréle qui puisse 
mettre sfirement en évidence Cl. botulinum, 
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RECHERCHES 
SUR L'UREASE DES BACTERIES ANAEROBIES 


par M. HUET et N. ALADAME, 


(Institut Pasteur. Service des Anaérobies.) 


Les difficultés que l’on éprouve A déterminer les espéces anaérobies,. 
surtout celles qui ne sont pas pathogénes, incitent & rechercher perpé- 
tuellement de nouveaux caractéres différentiels. Or, il en est un qui 
sert dans la pratique courante pour la détermination des espéces 
aérobies du genre Proteus, c’est celui de l’hydrolyse de l’urée. Nous 
avons voulu voir si ce test pourrait étre utilisé pour la détermination 
de certaines espéces anaérobies. 

Nous pouvions prévoir que la présence d'une uréase ne serait pas 
un fait courant chez les anaérobies, car elle n’a été signalée jusqu’ici 
que chez trois espéces : Diplococcus magnus, Clostridium ureolyticum 
et Bifidibacterium bifidum. Pour ce dernier, qui est décrit comme 
utilisant Vurée, il n’est nulle part fait mention que cette utilisation 
commence par une hydrolyse. 


TecuniguE. — La recherche de l’hydrolyse de Vurée a été faite en 
milieu de Fergusson, c’est-a-dire un milieu comportant un tampon 
phosphate, de l’alcool éthylique, de l’urée et du rouge de phénol 
comme indicateur de pH. Pour plus de commodité, nous nous sommes 
servis du milieu de Roland et Bourbon, qui contient en plus du trypto- 
phane (destiné a la recherche de l’indol). Comme cela a été bien établi, 
le tryptophane ne modifie en rien la mise en évidence de l’uréase. 

La souche est ensemencée dans un flacon de Jaubert et Gory, qui 
fournit en vingt-quatre ou quarante-huit heures, selon le germe, une 
culture jeune, suffisamment aboéndante pour donner & la centrifugation 
un culot facilement récupérable. Les corps microbiens ainsi recueillis 
sont lavés deux fois 4 l’eau physiologique. Ceci est nécessaire pour 
éliminer toute trace de bouillon, afin de rester en milieu synthétique 
et de ramener le pH trés bas de certaines cultures au voisinage de la 
neutralité. Le dernier culot est repris, selon son importance, par 
1/2 cm*® ou 1 cm* de milieu de Roland et Bourbon, dans un tube 
a’ hémolyse. Les corps microbiens doivent étre suffisamment abon- 
dants pour que la suspension soit nettement opaque. Lorsque 1’urée 
est hydrolysée, il y a formation de carbonate d’ammonium et Vindi- 
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cateur vire au rouge violet. La réaction se produit dans un deélai 
variant entre quelques minutes et quarante-huit heures. 


Résuttats. — Nous avons testé de cette facon 200 souches répondant 
& 176 espéces anaérobies, réparties dans 26 genres. Il ne semble pas 
que hydrolyse de l’urée puisse servir A caractériser un genre, comme 
elle le fait pour le Proteus. Ce sont plutét des réactions d’espéce, comme 
celle que présente Pasteurella pseudotuberculosis. 

Deux espéces provoquent une hydrolyse presque immédiate de l’urée : 
ce sont Neisseria vulvovaginitis et Clostridium sordellii. Malheureuse- 
ment, les souches dont nous nous sommes servis sont uniques et il 
nous a été impossible de faire un travail statistique sur ces deux 
espéces. 

Deux autres espéces anaérobies donnent un résultat positif moins 
net et plus lent. Ce sont: Catenabacterium contortum, dont une 
souche est uréase positive et une autre uréase négative, et Cillobac- 
lerium sylvestris, dont les deux souches de collection sont uréase 
positives. 

Nous n’avons pas pu nous procurer la souche de Cl. ureolyticum 
décrite par Geilinger comme hydrolysant l’urée. Le Bifidibacterium 
bifidum donne un résultat négatif. Il se peut donc qu'il utilise l’urée 
sans la dédoubler au préalable. Le résultat le plus curieux est celui 
de Diplococcus magnus. Aucune des 5 souches étudiées n’a donné la 
réaction des uréases. Mais il s’agit 14 de souches de collection, qui ont 
été repiquées un trés grand nombre de fois, et il est fort possible 
que, comme cela se produit souvent, une partie de l’équipement enzy- 
matique de cette espéce ait disparu. 

Quoi qu’il en soit, il semble bien que ce test puisse fournir un 
caractére d’identification supplémentaire et facilite la détermination 
d’au moins 4 espéces. Mais il n’est pas exclu, et ce serait la meil- 
leure justification de ce travail, que la recherche systématique de 
l’uréase, chez les souches fraiches recues journellement au Jaboratoire, 
ne nous réserve la surprise que cet enzyme ne soit pas aussi rare qu’il 
lest parmi les souches anaérobies de collection. 


R&ésumME Er concLusions. — 1° La recherche de l’uréase sur 200 souches 
anaérobies appartenant 4 176 espéces réparties en 26 genres sur le 
milieu de Roland et Bourbon, a permis de détecter 4 espéces uréase 
positives. 

2° L’uréase, chez les anaérobies, est donc un enzyme trés rare, 
puisqu’on ne le rencontre que deux fois sur 100. C’est done un carac- 
tere déterminatif trés précieux qu’il faut rechercher systématiquement. 
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LA FORMATION ET LE DEVELOPPEMENT 
DE « CORPS GLOBULEUX » 
DE SALMONELLA TYPHI MURIUM 


par L. CARRERE. 


(Laboratoire de Microbiologie de la Faculté de Médecine de Montpellier.) 


Dans son mémoire [4], mise au point actuelle de la question, 
Tulasne a montré l’intérét de l’étude des formes L des bactéries. Nous 
avons déja [2] rapporté quelques résultats obtenus au cours de 
recherches sur la résistance acquise de bactéries aux antibiotiques. 
Dans Ja présente note seront relatées les modalités de formation et 
d’évolution des corps globuleux en milieu liquide en présence d’anti- 
biotiques et de plasma humain. 


Tecunigur. — Une souche de S. typhi murium a été obtenue, 
a partir d’une colonie, par isolement, aprés deux passages sur souris 
blanches. A une culture de six heures en eau peplonée (peptone 
UCLAF, 20 g; NaCl, 5 g; eau distillée, 1000 ml) on ajoute de la 
pénicilline de telle sorte que la concentration soit de 2000 unités par 
millilitre et du piasma humain a concentration de 10 p. 100. Les 
examens sont fails en des laps de temps de une heure 4 huit jours, 
la culture étant conservée a l’étuve a 37°. On met II gouttes de 
culture sur une lame, on recouvre d’une lamelle bordée entiérement 
a la paraffine. On utilise un dispositif & contraste de phase. 

On suit ainsi, d’abord d’heure en heure, les modifications subies 
par les bactéries, que nous ne relaterons pas ici, semblables aux des- 
criptions de Tulasne et autres auteurs, de plus en plus nombreuses 
a partir de la cinquiéme a la sixiéme heure ct aboutissant a la for- 
mation de corps globuleux et aux formes L. 

On peut noter : 

a) Le « gonflement » : un bacille présente aux deux extrémités une 
condensation de la substance chromatique ; il s’élargit progressive- 
ment jusqu’a devenir sphérique, le centre paraissant vide, la sub- 
stance chromatique ne représentant plus qu’un mince liséré aux deux 
poles opposés donnant par la suite naissance, en se fragmentant A de 
fins granules 4 la limite de la visibilité (grossissement 2000) animés 
de mouvements browniens extrémement vifs. 

b) Aprés un. premier stade identique A celui qui vient d’étre décrit. 
avant que soit atteinte Ja forme sphérique, les deux petites masses 
chromatiques opposées s’éloignent l’une de l’autre, en étirant les 
tractus qui les unissent, puis chaque partie évolue vers un corps glo- 
buleux dense. Chacun de ces corps globuleux augmente progressi- 
vement de volume et devient libre par rupture des liens unitifs. Ou 
bien langmentation de volume se fait inégalement de telle sorte que 


Von obtient des figures représentant une « montgolfiére » ; la simi- 
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litude est encore plus grande du fait de la mobilité de cet ensemble 
qui se déplace et parait s’élever. Dans d’autres cas, un des corps glo- 
buleux au lieu d’évoluer, régresse jusqu’A n’étre plus qu’un gros 
granule, trés mobile, entrainant l’autre corps globuleux, lui-méme 
augmenté de volume, donnant l’image d’un « parachute » avec le 
parachutiste oscillant au bout des tractus. 

Parfois, un corps globuleux volumineux est uni par des tractus 
assez €6pais & deux corps globuleux de moindre volume, 1l’ensemble 
présentant l’aspect d’un « régulateur ». 

Comme l’a décrit Tulasne, nous avons vu bourgeonner un granule 
i partir d’un point de la surface d’un bacille ; fréquemment, ce gra- 
nule ne se développe pas immédiatement en corps globuleux, il 
s’écarte du corps bacillaire, uni 4 lui par un fin tractus, et l’entraine 
a la facon d’un petit remorqueur remorquant un navire, ou bien sous 
forme d’un ballonnet enlevant une longue nacelle. 

c) On peut aussi assister assez souvent a l’accollement (agglutina- 
tion») de plusieurs bacilles, parfois une vingtaine, se développant 
chacun en un corps globuleux plus ou moins volumineux ; la petite 
masse ainsi formée apparait au moment de la vacuolisation des corps 
globuleux comme un syncylium. S’agit-il vraiment d’une fusion avec 
échanges chromatiques (ou chromosomiens), comme l’indiquent cer- 
tains auteurs, ou d’une simple contiguité? Il est difficile de conclure ; 
cependant, on peut saisir la formation d’un seul corps globuleux a la 
jonction de deux ou trois bacilles préalablement accolés. 

Dans Jes conditions de l’expérience, i! faut noter que tous les bacilles. 
ne donnent pas un corps globuleux, la grande majorité se lysent en 
se fragmentant ; tous les corps globuleux formés n’évoluent pas pour 
aboutir A la vacuolisation et la libération de formes L; ils peuvent 
se lyser avant. 

Au troisiéme ou quatriéme jour, le milieu parait optiquement vide 
(au Vernes la différence avec le milieu de départ n’excéde pas une ou 
deux divisions). Aprés centrifugation (5000 tours quinze minutes), 
apres décantation, on obtient un minime culot (pour 10 ml de milieu) 
qui, remis en suspension dans quelques gouttes d’eau peptonée et 
examiné entre lame et lamelle en contraste de phase, montre (le trés 
fines granulations, de trés rares corps globuleux denses, pas de formes. 
bacillaires. 

Par culture en milieu ordinaire, on n’obtient aucun développement 
microbien en trois ou quatre jours; puis apparaissent quelques 
colonies de bacilles présentant les caractéres de la souche S. typhi 
murium initiale, sans que nous ayons pu saisir, jusqu’ici, les moda- 
lités de formation des bacilles. En milieux additionnés de pénicilline 
et de plasma, nous n’avons pas obtenu de formes bacillaires. Cette 
relation serait de la microbiologie amusante si elle ne présentait un 
intérét biologique, en montrant la grande variété des formes et des: 
modalités diverses, qui d’une bactérie aboutissent 4 un corps globuleux 
et aux formes L. 

Nous pensons que ces modaciiés ne sont pas univoques parce qu’elles 
dépendent des potentialités métaboliques de chaque cellule micro- 


x 


bienne, nettement individualisée en réponse & l’action sur elle de 
Yantibiotique. 


770 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


Pourquoi, dans le cas de S. typhi murium (comme pour d Aes 
microbes), la pénicilline seule, ou mieux avec adjonction de plasma 
humain, est-elle capable d’inciter ces transformations ? ; 

Nous avons, en effet, vévifié que ni l’auréomycine, ni la chloromy- 
cétine ne provoquaient de telles réponses ; en présence de ces anti- 
biotiques, il y a bactériostase ou lyse sans formation de corps globu- 
leux ni génération de formes L. bt < 

Un trop grand nombre de facteurs entrent en jeu: stade évolutif 
de la bactérie au moment du contact avec l’antibiotique, concentration 
de Vantibiotique, constitution du milieu de culture... Nl faudrait pou- 
voir pénétrer les arcanes du métabolisme des constituants de la 
cellule microbienne pour résoudre ce probléme. Sans prétendre y par- 
venir, nous continuons des recherches qui feront l’objet de prochaines 
notes. 
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SOUCHES LACTOSE-NEGATIVES 
DE SH. SONNE! ISOLEES EN FRANCE 


par M™s S. RUBINSTEN et D. PIECHAUD. 


(C. N. R. S. et Service de Microbie générale 
de VInstitut Pasteur.) 


De septembre 1949 & décembre 1951 nous avons identifié environ 
40 souches de Shigella isolées en France (dont la moitié par le 
D’ Terrial, qui a eu l’amabilité de nous les confier) ; 36 d’entre elles 
(plus de 85 p. 100) sont l’objet de cette note. Ce sont soit des bacilles 
de Sonne, soit des D19 de Boyd, soit des souches de caractéres inter- 
médiaires. On sait en effet que la ressemblance entre certaines 
Sh. sonnei et Sh. boydii VI est étroite, seules les séparent, pour le 
Sonne, la fermentation tardive du lactose et saccharose et la coagula- 
tion du lait, que le D19 ne modifie pas ; et tandis que le premier de 
ces germes est rhamnose + xylose —, l’action du deuxiéme est inverse 
(rhamnose — xylose +). Antigéniquement, le Boyd VI est identique 
au bacille de Sonne en phase II. 

Nos germes proviennent tous de syndromes dysentériques vrais au 
cours desquels les selles étaient glaireuses et sanglantes, coitenant 
des hématies et des leucocytes. Les Shigella y étaient en culture 
presque pure sur mileu Salmonella-Shigella, sur Kristensen et méme 
sur gélose lactosée tournesolée. 


Les caractéres morphologiques ont été appréciés dés Visolement. Les 


™ 
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cultures, en particulier en milieux additionnés de glucides et de lait, 
ont été gardées un mois et, dans certains cas, six semaines. 

De ces souches, 9 sont des bacilles de Sonne absolument classiques : 
germes Gram-négatifs, immobiles, donnant sur gélose une dissociation 
en au moins [4] 2 types de colonies, les unes rondes, réguliéres, de 
taille moyenne, les autres plus grandes, plates, avec un bord découpé. 
Ces germes n’utilisent pas l’urée, ne modifient pas le rouge neutre, 
ne produisent ni SH, ni indole. Lactose et saccharose sont acidifiés en 
un temps variable avec la souche. Le lait tournesolé est rosi, puis 
coagulé lentement. Glucose, mannite et rhammnose sont acidifiés en 
vingt-quatre heures, le maltose un peu plus lentement. Sept souches, 
comme il est classique, n’attaquent pas le xylose, 2 l’acidifient. Au 
point de vue sérologique toutes ces souches contiennent les deux 
phases, I et II, de Sh. sonnei et agglutinent au titre ou a un taux 
élevé avec le sérum mixte (phase I, phase II). Presque toutes donnent 
lieu &€ un phénoméne de zone. 

Quatre autres de ces souches ont les caractéres de Sh. boydii VI 
{D 19 de Boyd) [2, 3] : colonies plates A bord irrégulier, souches n’uti- 
lisant ni lactose ni saccharose. Une souche ne fermente pas le maltose 
mais les trois autres l’utilisent tardivement. Les milieux au xylose 
sont acidifiés en vingt-quatre heures, ceux au rhammnose restent 
neutres. Le lait est alcalinisé. Ces souches sont agglutinées par les 
sérums anti-Sonne (sérum D 134) et anti-Boyd V1 (notre sérum est 
fait avec une souche américaine recue de la Brown University). 
L’absorption du sérum anti-Sonne par la souche de Boyd VI ou par 
une autre souche de ce groupe fait disparaitre toute agglutination. 
Ces 4 souches ne possedent donc, comme Sh. boydii VI, que la 
phase IJ du bacille de Sonne. 

Enfin, 23 souches (63,9 p. 100) nous semblent présenter un intérét 
particulier par leurs caractéres biochimiques. Leur morphologie est 
celle de Sh. sonnei et les colonies sur gélose réalisent une dissociation 
caractéristique. Au point de vue biochimique elles différent de cette 
espéce parce que le lactose et le saccharose ne sont pas modifiés en 
six semaines, tandis que le xylose est acidifié en vingt-quatre heures. 
Le lait, d’abord neutre, est ensuite alcalinisé. On voit donc que ces 
souches sont biochimiquement voisines du D19 de Boyd. Toutefois, 
elles acidifient le rhamnose comme Sh. sonnei. Sérologiquement, par 
agglutination croisée et par absorption, elles contiennent les phases 
antigéniques I et II du bacille de Sonne et rien d’autre. Signalons 
A ce propos qu’une souche de Sonne, qui est dans notre collection 
depuis plus de quinze ans, a perdu peu a peu son pouvoir fermen- 
taire (actuellement lactose—, saccharose —, xylose —, rhamnose + 
vingt-quatre heures, lait neutre) tout en conservant ses antigénes I 
et II. 

En résumé, nous avons isolé en France 3 groupes de germes, les 
uns Sonne classiques, les autres D 19 tels que les a décrits Boyd, et 
une proportion élevée (63,9 p. 100) de germes lactose — qui sont 
cependant des Sonne (voir tableau). Brown et Weil [4] avaient ren- 
contré de tels germes et Bergey [5] en signale 2 p. 100 parmi les 
souches qu’il a étudiées. Actuellement, en France, Sh. sonnei est de 
beaucoup le bacille dysentérique le plus fréguemment renconiré, et 
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surtout dans la forme particuliére (lactose —) que nous venons de 
signaler. S’agit-il d’intermédiaire entre les Sonne typiques et le D19 
(qui serait alors un Sonne modifié par perte de caractéres biochimiques 
et antigéniques) ? C’est possible, d’autant que le caractére classique 
de non fermentation du xylose par Sh. sonnei nous apparait comme 
inconstant. Mais cette forme atypique, si commune en France, semble 
plus rare ailleurs. Ainsi nous avons eu l’ocasion d’étudier des souches 
(7 de Madagascar et 17 isolées 4 Hanoi) qui présentaient des caractéres 
tout a fait habituels. 
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UTILISATION 
DES MILIEUX A L’ARBUTINE 
POUR LA DETERMINATION BIOCHIMIQUE 
DES ENTEROBACTERIES 


par P. DUMONT. 


(Institut Bactériologique de Lyon.) 


L’arbutine ou arbutoside est l’hétéroside extrait de l’Arbutus uva 
ursae. C’est un f-glucoside qui donne par hydrolyse de Vhydroquinone 
et du d.glucose. 

Divers auteurs ont tenté de Vutiliser pour la caractérisation bio- 
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chimique de hbactéries appartenant A des groupes de systématique 
complexe (streptocoques, entérobactéries, etc.). 

Certains auteurs, Twort [6], Sédallian [4], ont utilisé comme test 
Vacidification (avec ou sans dégagement de gaz) de milieu liquide ren- 
fermant une teneur assez élevée d’arbutine (1,5 ou 2 p. 100). Cette 
acidification est considérée comme la conséquence de la fermentation 
du glucose libéré par l’hydrolyse de l’arbutine. 

D’autres auteurs, Castellani et Mackensie [4], Servino et Gam- 
bini [5], ont utilisé le brunissement des milieux solides 4 l’arbutine 
(gélose nutritive 4 1 p. 100 d’arbutine). Ils sont d’avis que le brunis- 
sement, puis le noircissement observé ne sauraient s’expliquer par 
une simple réaction d’hydrolyse de l’arbutine, avec libération d’hydro- 
quinone qui, effectivement, brunit en présence ‘d’oxygéne & un pH 
alcalin. 

A propos d’une étude statistique portant sur 150 souches d’entéro- 
bactéries, nous nous sommes efforcé de préciser les relations qui pou- 
vaient exister entre le brunissement des milieux liquides ou solides 
a Varbutine et une réaction fermentaire éventuelle de ce glucoside [2]. 

Dans ce but, nous avons utilisé trois moyens d’investigation : 

Etude des variations de pH des milieux liquides a l’arbutine et 
comparaison avec les variations du pH en absence d’arbutine, ou 
lorsque l’arbutine est remplacée par une quantité équivalente de 
glucose ; 

Etude des variations du potentiel d’oxydo-réduction de ces mémes 
milieux ; 

Culture sur milieu synthétique ot. l’arbutine intervient comme 
seule source de carbone. 

Notre travail nous a conduit aux conclusions suivantes : 

1° La réaction de brunissement, puis de noircissement, qu’on obtient 
sur milieu liquide 4 l’arbutine, paratt relever de deux mécanismes 
différents. 

a) Certaines bactéries, type coliforme, provoquent l’hydrolyse de 
l’arbutine avec libération de glucose et d’hydroquinone. Le glucose 
fermente, l’hydroquinone brunit au contact de l’air en milieu faible- 
ment alcalin. Ce brunissement se produira spontanément et apparaitra 
plus rapidement si on utilise des milieux a faible teneur d’arbutine 
( a 2 p. 1000) : Vacidification initiale due 4 la fermentation du glu- 
cose est alors rapidement compensée par une alcalinisation progres- 
sive du milieu de culture. Sinon on provoquera le brunissement en 
alcalinisant le milieu. 

b) Certaines bactéries, type Salmonella, provoquent un brunissement 
plus lent du milieu a J’arbutine, sans dégagement gazeux et sans 
acidification. Ce brunissement n’est pas influencé par l’alcalinisation 
du milieu. Il ne semble pas y avoir hydrolyse de l’arbutine. Ce bru- 
nissement est peut-étre lié A l’oxydation de la fonction phénolique 
libre de l’arbutine. 

2° Sur milieu solide, tubes 4 surface inclinée de gélose A l’arbutine, 
on obtient un brunissement, puis un noircissement, avec les mémes 
souches actives en milieu liquide. On peut envisager que les mémes 
causes interviennent dans les deux cas. 

La réaction. est généralement plus rapide et plus intense méme avec 
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de fortes teneurs en arbutine et sans qu’il soit nécessaire d’alcaliniser 
le milieu. Ceci sans doute a cause : 

Du pouvoir oxydant plus intense des cultures poussant en surface ; 

De lacidification beaucoup moins importante gue donne l’utilisa- 
tion du glucose en aérobiose, qu’en anaérobiose relative ; 

Du pouvoir tampon de la gélose. 

3° Dans le groupe Salmonella (étude sur 99 souches isolées a la Cli- 
nique des Maladies infectieuses de Lyon et soumises pour la plupart 
au « phage typing » dans le Service du D* Pierre Nicolle 4 1|’Institut 
Pasteur de Paris) : 

Salmonella typhi est arbutino-négatif ; 

Salmonella paratyphi B est arbulino-positif ; 

Le nombre d’exceptions est infime. 

Sur la gélose 4 l’arbutine 4 5 p. 1000 les résultats sont nets au 
bout de vingt-quatre heures. 

4° Pour les autres entérobactéries, le nombre de souches étudiées (51). 
n’est pas suffisant pour qu’on puisse déduire autre chose que des 
indications provisoires. 

a) Dans Je groupe Klebsiella-Aerobacter, les 11 souches étudiées sont 
arbutino-positives par fermentation de l’arbutine. 

b) Dans le groupe Eseherichia, il existe des souches arbutino-positives 
par fermentation de larbutine, des souches arbutino-positives sans. 
fermentation de Varbutine, des souches arbutino-négatives. 

ce) Nous peuvons rapprocher ces résultats de ceux fournis par 
Kauffmann [3] sur la fermentation de la salicine qui est, comme 
Varbutine, un glucoside f. 

d) Dans la limite de certaines espéces du genre Escherichia, Proteus, 
Paracolobactrum, toutes les souches qui fermentent l’arbutine sont 
indologénes et inversement, aucune souche non indologéne ne fer- 
mente }’arbutine. 


Ein coneluston, le milieu a l’arbutine parait utilisable pour la carac- 
térisation du bacille d’Eberth dans le groupe Salmonella et peut-étre 
pour la caractérisation de certains types bactériens & Gram-négatif. 
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LA REPLIQUE CHIMIQUE 
A UVEPREUVE DE SATURATION DE CASTELLANI 


par G. SANDOR 
(avec la collaboration de M''e Y. LE BOT). 


(Institut Pasteur. Service de Chimie Physique.) 


Nous avons rapporté ailleurs l’obtention a l'état pur de l’euglo- 
buline J,, globuline antibactérienne caractéristique des immunsérums 
de cheval [4] (1). Pour déterminer la teneur en anticorps de nos pré- 
parations hautement actives, nous avons dosé la proportion de pro- 
téides adsorbés par des suspensions bactériennes épaisses. Etant donné 
les caractéres de l’euglobuline I,, nous nous sommes demandé si la 
spécificité des réactions sérologiques restera encore respectée dans nos 
épreuves. En effet, il s’agit du protéide le moins soluble et, dés lors, 
le plus adsorbable du sérum, dont la dispersion sérique n’est stabi- 
lisée, en fait, que par les autres protéides. Donc, il aurait pu se faire 
qu’une fois isolée l’euglobuline I, soit adsorbée par une suspension 
bactérienne quelconque. Dans ce qui suit, nous allons montrer qu'il 
n’en est pas ainsi et que, tout au contraire, on retrouve avec la glo- 
buline jsolée exactement le principe mis en évidence pour le sérum 
total par l’épreuve de saturation des agglutinines. 

1° Préparation des anticorps. — Nous avons utilisé les sérums de 
chevaux anti-méningococcique C et anti-pesteux (2). Ces sérums sont 
obtenus par immunisation avec des suspensions bactériennes par voie 
intraveineuse. Le sérum anti-pesteux était frais et le sérum anti- 
méningococcique conservé depuis neuf mois stérilement. L’euglobu- 
line I, a été obtenue par dialyse et reprécipitations iso-électriques [4]. 
Nous avons éliminé, en outre, une fraction insoluble 4 pH 5,7 douée 
d’une activité plus réduite. Une solution relativement concentrée (3 a 
4 p. 100), dans le sulfate de sodium anhydre a4 3 p. 100, a été gardée 
stérilement pour les épreuves. 

2° Suspensions bactériennes. — Nous avons utilisé la souche vacci- 
nale EV de bacilles pesteux, la méme qui sert 4 immuniser les che- 
vaux, les souches pseudo-tuberculeuses 145 et Bretonneau et le ménin- 
cocoque C-111 qui a servi & immuniser les chevaux (3). II s’agit 


(1) Lors de notre publication nous n’avons pas eu connaissance dun 
travail de Northrop et Goebel [2] sur le méme sujet. Ces auteurs ont 
obtenu, a partir du sérum anti-pneumococcique, 4 l'état cristallin, la glo- 
buline qui correspond a leuglobuline J,. 

(2) Malheureusement, nous n’avons pas eu de sérum anti-pneumococcique 
4 notre disposition. Rappelons que dans Jes sérums de chevaux anti- 
méningococcique, anti-pesteux et anti-penumococcique, les anlicorps ont les 
mémes caractéres [3]. 

(3) Nous remercions les Dts Girard et Roux, Chefs de Service a I’'Ins- 
titut Pasteur, qui ont préparé pour nous les cultures bactériennes. 
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toujours de cultures sur gélose nutritive de quarante-huit heures. 
Le bacille pesteux a été cultivé 4 34°, les autres bactéries a 37°. 

Le contenu d’une boite de Roux est mis en suspension dans l'eau 
physiologique, puis lavé deux fois de suite avec le méme solvant. 
Finalement on délaye bien dans l’eau physiologique, on améne le 
volume A 60 cm* et on agite énergiquement avec des perles de verre 
pendant vingt minutes. 

3° Epreuves d’adsorption. — A partir de la solution-mére de |’euglo- 
buline I, dans le sulfate de sodium anhydre a 3 p. 100, on prépare 
extemporanément une dilution dans l’eau physiologique contenant 


EUGLOBULINE I(1) ADsoRBEE % 


16 
cm? SUSPENSION BACILLAIRE 


Adsorption de l’euglobuline 1, du sérum anti-pesteux par des suspensions 
bactériennes de nature diverse; I, suspension de méningocoques; ll, sus- 
pension de bacilles tuberculeux; LI, suspension de bacilles pesteux. 


environ 0,7 p. 1000 de protéides. On met dans des tubes A hémolyse 
des volumes variables de suspensions bactériennes, on ajoute 1 cm? 
d’euglobuline I, dans chaque tube et on compléte & 5 cm* avec de 
eau physiologique. On prépare parallélement les inémes dilutions 
de suspensions bactériennes sans euglobuline I,. En effet, des quan- 
tités de protides non négligeables diffusent 4 partir des bactéries dans 
l’eau physiologique pendant la durée de l’épreuve ; la quantité d’euglo- 
buline J, ne peut donc étre dosée que par différence. On compléte de 
méme A 5 cm*® avec de l’eau physiologique 1 cm? et 1/2 cm* de la 
solution d’euglobuline I,, environ 0,7 p. 1000. Tous ces mélanges 
sont gardés 4 la température du laboratoire pendant la nuit, puis le 
Jendemain matin les dépdts bactériens sont mis en suspension A nou- 
veau et au bout de deux a trois heures, le contenu de tous les tubes 
soumis A une centrifugation prolongée. 

4° Dosage des protéides. — Le dosage des protéides est fait par la 


SOCIETE FRANGAISE DE MICROBIOLOGIE 177 


méthode de Wu [4] modifiée par Heidelberger et MacPherson [5]. 
Nous utilisons, dans le comparateur photo-électrique a réseau de 
Bonét-Maury, la longueur d’onde de 650 millimicrons avec un filtre 
rouge. 


REsuLTATs opTeNus. — Nous consignons dans le tableau et la figure 
quelques-uns des résultats obtenus. 


Adsorption de leuglobuline I, par des suspensions bactériennes 
de nature diverse. 


VOLUME COEFFICIFNT D’EXTINCTION DIFFERENCE | eS 
ug 1 (1) 
entre les deux | 
de suspensiou d p. 100 
: | Suspension Coon: 
(cm?) Suspension + Eu I (1) précédentes adsorbée 


le Euglobuline I, anti pesteuse-suspension de bacilles pesteux : 


Womae. ert 3h 0,455 0,439 0,284 39 
Me aes Ha Sok, =: 0,183 0,345 0,132 rr 
es iors tne asc 0,218 0,348 0,100 78 
Ss aeoghmeae Bate 0,302 0.354 0,052 89 
Ja crare aaa Mead 0,378 0,342 — 0,036 103 


Eu I (4) seule, 0,593; eau physiologique, 0,130. 


2° Comme (I), mais avec une suspension quatre fois plus concentrée. 


2 a 0,365 0,437 0,072 89 
a 0,712 0,753 0,014 94 
ae j — 0,055 108 


3° Euglobuline I (1) anti-pesteuse-suspension de bacilles pseudoluberculeux 
(mélange des deux souches) : 


Omer Pee) 0,120 0,364 0,244 32 
ls, 5B omer 0,122 0,457 0,338 1 
1.) ae 0,157 0,455 0,298 47 
3, ¢ eee 0,178 0,487 0,309 14 
PS tuk ne eee | 0,242 0,526 0,284 21 


Eu I (4) seule, 0,467; eau physiologique, 0,108. 


4° Euglobuline I (1) anti-pesteuse-suspension de méningocoques C : 


VO lee 0,154 0,610 0,456 0 
Meee Fs 0,184 0,747 0,366 0 
Ch, ae 0,284 0,729 0,445 0 
Co ae 0,333 0,762 0,429 0 
oy 0,400 0,842 0,442 0 


(1) seule, 0,521; eau physiologique, 0,140. 


Nous tenions 4 reproduire ces quelques résultals qui prouvent que 
l’exactitude de la méthode n’est pas trés grande. Ceci se comprend, 
d’ailleurs, puisqu’il s’agit d’évaluer la différence entre deux résultats 


numériques, dont le premier surtout, la quantité de protides extraits 
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des bactéries, est entaché d’erreur. Indiscutablement, pourtant, 95 a 
100 p. 100 de V’euglobuline 1(1) anti-pesteuse sont constitués d’anti- 
corps. Une moyenne de 18 p. 100 de cet anticorps sont adsorbés par 
le mélange des deux souches pseudotuberculeuses : 145 et Bretonneau. 
Or, précisément, il s’agit de bacilles voisins qui donnent de Vaggluti- 
nation croisée avec les bacilles pesteux. Par contre, les méningocoques, 
bactéries complétement différentes, n’adsorbent pas du tout leuglo- 
bine I (1) anti-pesteuse (4). 

Alors que l’euglobuline I(1) du sérum anti-pesteux est un anti- 
corps pratiquement pur, 44 p. 100 seulement de l’euglobuline I (1) 
anli-méningococcique ont été adsorbés par la suspension homologue. 
Il se peut que ceci soit dd au fait que le sérum anti-méningococcique 
datait de neuf mois alors que l’euglobuline I(1) anti-pesteuse a été 
obtenue A partir du sérum frais. Ainsi, un processus de dénaturation 
incipient a pu rendre non réactive une partie de 1l’anticorps. Nous 
espérons revenir sur ce sujet. 


Discussion. — Nous voyons que l’adsorption de leuglobuline I (1) 
anti-pesteuse donne exaclement Ja réplique chimique a l’épreuve de 
saturation de Castellani : compléte avec la souche homologue, partielle 
seulement avec des especes bacillaires voisines, cependant, différentes, 
cette adsorption est nulle par des bactéries totalement différentes. 

Le fait est intéressant, d’autant plus que l’euglobuline I (1) est émi- 
nemment adsorbable. Le contraste est marqué entre la spécificité des 
forces de l’affinité, d’une part, et l’inaptitude des surfaces bactériennes 
4 adsorber une substance, pourtant éminemment adsorbable, d’autre 
part. 
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(4) Les quantités de protides irouvés dans les mélanges: suspension 
+ Eu JI (1) sont, dans le cas des méningocoques, constamment supérieures 
aux sommes: suspension seule + Eu I (1) seule. Probablement les pro- 
tides extraits 4 partir des méningocoques exercent une influence solvante 
sur l’euglobuline I (1) et empéchent sa précipitation partielle qui se pro- 
duit, méme 4 ces dilutions, dans l’eau physiologique seule. 
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RELATIONS DES VARIETES 
D'UN CERTAIN STREPTOCOQUE 
ET DE L'INFECTION GRIPPALE SAISONNIERE 


par L. DUCHON. 


(Laboratoire de Secteur de VHépital Trousseau.) 


Au cours d’une précédente communication [4] nous avions exposé 
certaines particularités de la flore rhino-pharyngée des grippés, tant 
en ce qui concerne |’identification de cette flore qu’en ce qui concerne 
son évolution. Voici d’autres précisions. De plus, aidé par le méca- 
nisme de la fonction cellulaire [2], nous envisagerons cette infection 
sous une incidence particuliére, biopathologique. 

Précisions bactériologiques. — Rappelons que nous avions signalé, 
au cours de l’infection grippale saisonniére, la présence constante d’un 
streptocoque (n° 1 de notre nomenclature) bien caraclérisé par ses 
réactions biochimiques. 

Son caractére primordial est le virage de lesculine. 

Ses caractéres secondaires sont les modifications du milieu de Hiss : 
ou neutralité, ou virage avec ou sans coagulation (ces réactions se 
révélant trés précises, mais subordonnées a4 des conditions spéciales). 

Donec, 3 variétés déji de ce streptocoque peuvent ¢tre identifiées avec 
netteté. Mais on peut pousser les choses plus loin : 

a) On constate parfois que certaines souches virent l’esculine avec 
un certain retard, ce virage exigeant six et huit jours d’étuve ; contrai- 
rement au fait habituel qui réclame quelques heures. 

b) En outre, on constate que le milieu de Hiss, dont virage et coagu- 
lation sont souvent réalisés en vingt-quatre heures, peut subir des 
perturbations identiques, tant pour l’une que pour l’autre de ces 
réactions. 

Et tout cela, bien entendu, indépendamment du milieu, comme le 
révélent Jes repiquages. 

Donec, si nous avons individualisé nettement un streptocoque sur 
l’énanthéme des grippés, l’examen de souches variées permet l’iden- 
tification de nombreuses variétés. 

Et ces variétés peuvent étre d’ailleurs retrouvées dans les compli- 
cations grippales, telles qu’endocardites, méningites, pleurésies. 

Relations biopathologiques. — Au cours de nos exposés sur la fonc- 
tion cellulaire de défense, nous avons été amené 4 deux conclusions : 

1° L’étude du conflit cellules-microorganismes du sang d’un sujet 
soumis A une offensive microbienne récente, en présence de plusieurs 
pathogénes, pourra déceler lequel a des chances d’étre l’auteur de cette 
offensive [3]. 

2° Ailleurs [4], nous avons montré qu’une toxine microbienne était 
capable d’inhiber lactivité cellulaire bactéricide et nous avions envi- 
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sagé la neutralisation de cette action par la présence d’antitoxine 
sérique. ; 
Faisons donc appel A ces deux données dans |’infection erippale. 


Pour Ja premicre, expérimentons une certain nombre de sangs tou- 
jours dans les conditions prescrites. ' ye 

Pour chacun d’eux préparons 9 tubes de 1 cm® de sang défibriné 
et en outre des suspensions microbiennes filtrées [5] avec des souches 
de vingt heures diluées 4 1/50, soit : 

Une souche de Streptococcus hemolyticus ; 

Une souche de Streptococcus n° 1 esculine + Hiss — ; 

Une souche de Streptococcus n° 1: esculine + Hiss + (virage et coagu- 
lation). 

Chaque groupe de 3 tubes recoit l’un des streptocoques (I goutte 
par tube). 

Le Streptococcus hemolyticus sert de test. 

Etuve. Agitation. Ensemencement a la fin de la huiti¢éme heure. 


ConsraTations. — Sangs de grippés. — Strept. hémo.: Richesse des 
cultures indifférente. Cultures tantét riches, tant6t pauvres et en relation 
seulement avec ]’absence ou la présence de ce pathogéne comme nous 
Vavons précisé [3]. ' 

Strept. n° 1: Constance de la pauvreté des cultures : 

Soit pour la souche Hiss +: 

Soit pour la souche Hiss — ; 

Soit méme pour les deux. 

L’ensemencement conjoint révéle une relation étroite avec la pré- 
sence des variétés correspondantes sur l’énanthéme, variétés qui provo- 
quent une activité cellulaire spécifique. 

Sangs de non-grippés. — Strept. hém. : Mémes constatations. 

Strept. n° 1: a) Fréquence variable avec l’endémie, mais non cons- 
tance de l’observation des mémes faits. Les ensemencements révélent 
parfois la diffusion intense de ce microorganisme, tout particuliére- 
ment cet hiver. 

b) C’est parmi ces sangs, ceux donnant les cultures riches de ces 
variétés, que l’on décéle les non-porteurs de germes. 


Pour Ja seconde donnée, sa pratique consistera A observer l’action de 
la toxine du Strept. n° 1 sur les phagocytes mis au travail confor- 
mément a l’expérimentation antérieure [4] sur un quelconque micro- 
organisme : Streptococcus hemolyticus ou Staphylococcus aureus. 

On prépare une série de tubes multiple de 3, les 3 premiers et les 
3 derniers sont les tubes témoins ({ goutte de suspension microbienne), 
les intermédiaires (I goutte de suspension microbienne + toxine, A des 
titres décroissants jusqu’au dela de 10—9%). 

Etuve. Agitation. Ensemencement A la huitiéme heure. 


CoxsTarations. — Sangs de grippés. — Constance par rapport aux 
témoins d’une richesse microbienne plus élevée des tubes & toxine. Done 
inhibition du travail cellulaire, aucune neutralisation de la toxine par 
la présence d’antitoxine n’apparait. 

Sangs de non-grippés. — Deux groupes se différencient : 

Premier groupe : Richesse microbienne inférieure on au plus égale 
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a celle des témoins. C’est dans ce groupe que les ensemencements 
révélent souvent les non-porteurs et également souvent ceux qui ont 
eu plus ou moins récemment une atteinte grippale ; pour ces derniers 
la présence d’antitoxine paraissant neutraliser l’action cytotropique 
nocive de la toxine. 

Deuxiéme groupe : La courbe des chiffres des tubes 4 toxine s’inscrit 
indifféremment suivant le sang, au-dessus, au-dessous, ou sur la ligne 
des témoins : ce sont les sangs de porteurs de germes. 

Nous disons parfois au-dessous. C’est une constatation. Ceci implique 
soit une activité antibiotique de la toxine, soit la provocation d'une 
certaine activité cellulaire analogue a ce que réalise le lysat micro- 
bien [4]. Nous n’avons point élucidé ce point, toutefois l’aspect des 
courbes plaide pour la seconde éventualité. 

Par conséquent, relations biopathologiques constantes entre 1’infec- 
tion grippale et les Strept. n° 1. Les deux variétés basées sur les 
réactions du milieu de Hiss paraissant bien se présenter comme tétes 
de lignées. 

De toutes ces expériences, nous excluons, bien entendu, les sangs 
sous influence des antibiotiques. 

Voici les faits tels qu’ils ont été observés au cours de nombreuses 
années. S’ils ont une orientation différente des conceptions actuelles 
sur le probleme de l’étiologie de l’infection grippale, il est curieux 
toutefois de constater une certaine convergence, un cerlain nombre de 
lieux communs, avec le concept « ultra-virus » : 

1° Nombreuses variétés de souches infectantes avec deux tétes de 
lignée. 

2° Diffusion de ce streptocoque en période d’épidémie et, au dela, 
persistance de sa présence chez de nombreux porteurs de germes. 

3° Activité de la toxine qui inhibe l’activité cellulaire de défense 
& des doses rappelant les doses actives des ultra-virus. 

4° Neutralisation des toxines au cours des convalescences, démontrée 
par ailleurs par la réaction de Hirst pour J’ultra-virus. 

5° Accessoirement, activité infectante de ce streptocoque : observations 
de contamination de laboratoire évoluant deux & trois jours aprés le 
contage. 

6° Activité de la vaccination similaire 4 celle des ultra-virus. 

Depuis vingt-cinqg ans que nous utilisons la vaccinothérapie dans 
cette infection, nous avons été amené a constater : 

a) L’activité préventive nette mais éphémére, deux a trois mois, avec 
facteur individuel variable ; 

b) L’activité curative. 

Que ce soit d’ailleurs par la voie habituelle qu’emprunte l’organisme 
pour réaliser sa défense, voie qui ne saurait plus surprendre mainte- 
nant que nous avons montré l’extréme sensibilité des cellules de la 
défense aux produits microbiens utilisés 4 des titres infimes. 

Ou que ce soit par la voie sous-cutanée dans les atteintes plus pro- 
fondes broncho-pulmonaires. 

En résumé, Vobservation des grippes saisonniéres échelonnée sur des 
années nous a montré que les rhino-pharynx recélaient de nombreuses 
variétés d’un streptocoque nettement individualisé. Les observations 
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biopathologiques, au moyen de la méthode d’étude du conflit cellules- 
micro-organismes, ont confirmé la constance de cette flore dans cette 
infection et l’ensemble fait apparaitre une certaine conformité avec le 
concept ultra-vyirus. 
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Les communications suivantes paraitront en Mémoire dans les 
Annales de l’Institut Pasteur : 


Distinction rapide entre Salmonella et B. paracoli du groupe 
Ballerup-Bethesda, par R. Burriaux. 


La puissance dénitrifiante d’un sol; mise au point d’une 
technique d’évaluation, par M"° Hi. pe Bargsac. 


Pouvoir ammonifiant réel et potentiel du sol dans ses rapports 
avec la microfiore, par M!° O. Coppmr et J. Pocnon. 


L’utilisation du cardiolipide et de la lécithine dans la prépa- 
ration de l’antigéne pour la réaction de clarification de 
Meinicke M. K.R. II, par M"* M. Faure et R. Paurrizen. 


Etude bactériologique des Pseudomonas fiuorescents du sol 
utilisant en compétition le béta-hydroxybutyrate de sodium, 
par P. Vintecourr, H. Bracwire et G. JAcoBeL. 


Utilisation en compétition du béta-hydroxybutyrate de sodium 
par Moraxella winogradskyi, par H. Briacukre, P. Virtecourr et 
G. JACOBELLI. 


Une dissociation de S. paratyphi A liée a l’antigéne H, par 
L. Le Minor. 


Les groupes sanguins des Equidés. I. — Les groupes sanguins 
des mulets, par A. Eyguem et L. Popiiacnoux. 
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LIVRES REGUS 


Leslie J. Harris. — Vitamins. A digest of current knowledge. J. et 
A. Churchill, Ltd., 104, Gloucester Place, London W. 1, 1951, 
244 pages. Prix; 15 s. 


Le lecteur est averti par le titre qu’il ne s’agit que d’un exposé 
condensé de nos connaissances sur les vitamines et les avitaminoses. 
Cette restriction admise, on doit reconnaitre que l’auteur a_parfai- 
tement atteint le but qu’il s’est proposé. Le livre est pourtant loin 
de s’adresser exclusivement aux débutants. La constitution chimique 
des vitamines et les travaux auxquels elle a donné lieu sont clairement 
exposés avec ‘une grande abondance de formules développées 4 propos 
de chacune d’entre elles. Chaque chapitre se termine par une copieuse 
liste bibliographique. Les illustrations sont abondantes et dans 
lV’ensemble judicieusement choisies. C’est donc, sous une forme effec- 
tivement condensée, mais qui a su ne rien négliger d’essentiel, une 
documentation abondante et précieuse qu’y trouveront les travailleurs 
ou les membres de l’enseignement. 

1B Le 


Recent Advances in Clinical Pathology, by various authors, J. et 
A. Churchill, Ltd, 104, Gloucester Place, London W. 1, 1951, 
575 pages, 37 planches. Prix: 40 s. 


Au nombre de 32, des auteurs différents, chacun une autorité en 
la matiére, ont contribué a la rédaction de l’ouvrage. Son titre ne 
doit pas induire le lecteur francais en erreur : il s’agit, en fait, des 
applications 4 la clinique des données récentes tirées des méthodes 
scientifiques. L’ouvrage comporte quatre parties consacrées respecti- 
vement A la bactériologie, la chimie biologique, lhématologie et 
Vhistologie. 

La premiére partie est probablement celle qui intéresse le plus 
directement le lecteur de ces Annales. Elle est rédigée sous la direction 
du professeur R. Cruickshank. Elle comprend, entre autres, le 
diagnostic de laboratoire des infections entériques, le diagnostic de 
laboratoire des infections a staphylocoques, les méthodes de labora- 
toire de diagnostic de Ja tuberculose (par Cruickshank), le diagnostic 
de laboratoire des maladies A virus (par MacCallum), le contrdéle de 
la thérapeutique par les antibiotiques (par Ungar), et une intéressante 
étude des infections et contaminations a l’hépital, ot l’on trouve, 
4 coété des méthodes classiques pour combattre les sources d’infection 
depuis longtemps connues, une étude des causes plus modernes de 
contamination, maladie de la seringue et accidents des antibio- 
tiques, etc., traitée avec énormément de bon sens et d’opportunité. 

Les chapitres sur la chimie biologique ot l’on trouve les méthodes 
récentes d’exploration des fonctions hépatiques, les mesures des fluides 
du corps, d’examen de laboratoire du coma diabétique ou des maladies 
du squelette, la recherche des hormones dans les urines, les applica- 
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tions de la chromatographie sur papier, les méthodes d’analyses 
chimiques du sang, sont exposées clairement & l’usage du laboratoire 
d’hépital. L’hématologie est traitée trés complétement dans ses aspects 
classiques comme dans ses aspects modernes. 

Un excellent chapitre par R. H. Mole traite des effets sanguins des 
radiations ionisantes, des moyens de les détecter et de les prévenir : 
l’'importance donnée A ce chapitre déborde de beaucoup le cadre hospi- 
talier et s’étend jusqu’aux conséquences d’un cataclysme atomique. 

Enfin, une quatri¢me partie apporte une contribution notable aux 
méthodes biopsiques et aux diagnostics anatomo-pathologiques qui se 
présentent communément aux cliniciens. 

Un chapitre intéressant et bien documenté traite de la recherche 
des causes de la stérilité dans les deux sexes. Enfin, un chapitre 
terminal donne un bon résumé des méthodes histologiques courantes. 

Un court appendice traite du plan d’un laboratoire avec le type de 
matériel et d’instrumentation nécessaires pour le réaliser. 

Tous les auteurs se sont attachés 4 donner sur les sujets des vues 
essentiellement pratiques. Les formules des milieux, modes opératoires, 
détails techniques, abondent dans ce livre. Bien qu’il s’adresse surtout 
aux laboratoires cliniques des grandes formations hospitalitres, les 
laboratoires de recherches et les travailleurs scientifiques “y reléveront 
plus d’une indication précieuse et le consulteront souvent avec fruit. 

Pate 


R. F. Ogilvie. — Pathological Histology, 4° édition, E..and S. Living- 
stone, Ltd., 16 and 17 Teviot place, Edinburgh, 1951, 506 pages, 
295 photomicrographies en couleurs. Prix: 40 s. 


L’ouvrage aujourd’hui classique de R. F. Ogilvie connait une qua- 
trieme édition. Comme ses devanciéres, elle s’impose a Il attention 
du lecteur par la clarté de l’exposé des différents sujets traités qui 
couvrent, en fait, toute l’anatomie pathologique, et surtout par la 
luxueuse présentation que soulignent 295 excellentes photomicro- 
graphies en couleurs. 

L’auteur est resté fidéle au plan originel et traite successivement 
Vhistologie pathologique des troubles de la nutrition et de la circu- 
lation, l’inflammation et la réparation des tissus, les inflammations 
spécifiques et les tumeurs. 

Les 12 chapitres suivants traitent successivement chacun des 
systemes anatomiques et physiologiques : systémes circulatoire, respi- 
ratoire, alimentaire, urinaire, etc. Les Ilésions rencontrées sont 
illustrées par des exemples judicieusement choisis. La qualité du texte, 
comme celle des illustrations, vaudront sans aucun doute 2 cette 
nouvelle édition le méme succes que ses devancieres. 
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TABLE ANALYTIQUE 


DU TOME 82 


Acide iso-nicotinique. Voir Hydrazide 

Acides aminés. Voir Dermatophytes. 

— — soufrés. Voir Sol. 

Aerobacter aerogenes et Klebsiella pneumoniae. Head 

Agglutinines. Comportement des —, des précipitines et des anti- 
corps incomplets au cours de l’immunisation de lapins par le 
sérum humain. rae sagt 
Agglutinines hétérologues te sérums pufislapiie ecocmues: — 
Utilisation d’une méthode d’absorption quantitative. 

— — Agglutination par les sérums bruts. a. ty: 

Anaérobie. Flore intestinale — du nourrisson normal. 

Anaérobies. Action bactériostatique du violet de gentiane pour 
la différenciation des bactéries — a4 Gram-négatif. 

— Activité pectinolytique de quelques bactéries — . 

— Bactéries — de la Terre Adélie. ce 

— Deux espéces nouvelles : Leptotrichia uci olgiien Ss Senmnine: 
sporus indologenes. i Gaadiivinyes Oh osu meat 

— Métabolisme bactérien des cytochromes et des porphyrines. 
Cas des bactéries — strictes. Aimee, os ahewer ale: 

— Phénoméne d’entrainement des — a if thermorésistance. 


— Survie des bactéries — en eau de mer. 
— Uréase des hbactéries — Regma ERhes ; es eee 
Antibiotiques. Activité in vilro et in vivo ae cir —. Essais 


thérapeutiques et concentrations sanguines. 
— Flore intestinale des sujets traités par les —. 
Anticorps incomplets. Voir Agglutinines. 
Antivirus. Présence de substances antivirotiques dans différentes 
parties de plantes. Sips Saat st cep 
Arbutine. Milieux & 1’— pour la deeeminanion bioohmigue des 


entérobactéries. : ni Rll ox 
Bacille de Hansen. Lésions fatoleot ques DET Eaaces, aes v7 “Rat 
blanc par linoculation du — — et d’autres bacilles acido- 
résistants. . boue 8 mess eel 
— de Koch. Action des scents Iona aene: sur re ——— Seas des 


savons sur Sa croissance. 


242 


50 


744 
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Bacille de Koch. Sensibilité de divers germes et du — — a 


Vhydrazide de Jl’acide iso-nicotinique. é 
Bacilles acido-alcoolo-résistants. Physiologie — —- —- — —. 
Adsorption et réduction des colorants ‘vilaux par les myco- 
bactéries. ee cee ee ee oer a 
-_— —— Teneur en « complexe lipidique périphérique » 
des — — — —. Notion de cycle vital lipidique de ces germes. 
—- mésophiles sporulés. 


Bacille tuberculeux. Altérations morphologiques du — — consé- 
cutives A l’action de divers médicaments. Etude au microscope 
électronique. 


— — Cultures jeunes et bidiients fileeables (Nolte aussi Tuber 
culose). 

— — Facteurs néfastes a la culture du bacille de Koch a partir 
de produits pathologiques . . Sy ae 

— — Infection tuberculeuse aboere ae aobere par tnpowianen 
de — — jeunes SO ae ce 9 I ae ee 

— — Nouvelles propriétés d’autoagglutination des bacilles de 
Koch débarrassés de leur propriété d’acido-alcoolo-résistance 
sous l’action de forces tensio-actives : le probleme de la couche 
« cireuse » du _ bacille. esd 

— — Réle du beurre, huile de eliA i anid He vaseline associés 


a des -— — vivants ou morts, inoculés au cobaye par les voies 
sous-cutanée et testiculaire. ee ae | 
— typhiques. Diminution de Vagelutinabilité Vi des — — ayant 
fixé des bactériophages spécifiques de l’antigéne Vi. 
— — Etude de la toxine R, du — — (Eberthella typhosa). 


Bacillus megatherium. Déterminisme de la sporulation de — —. 
Effet de la pénurie des constituants minéraux du milieu syn- 
thétique. oP or Sr a. J ee ee 

— — lysogéne. Recherches sag OES au cours du développe- 
ment du _ bactériophage. : : 

— — Rendement matériel de croissance a’ une Hadienie denies 
— —. Croissance sur glucose. : 

— — Sporulation de — —. Effet d’une aeiaaen linen sur Slies 
cultures agitées de deux variants d’une méme souche. 

— sotto, bacille pathogéne pour les vers & soie au Japon et ses 
affinités avec d’autres bacilles entomophytes. 

Bactérie du sol utilisant le 2-3 butanediol. 

Bactéries. Classification. 


— semi-résistantes au Rest wie iF ot Gary OA are 
Bactériophage. Bactéries semi-résistantes au —. Souches et phage 
utilisés. 


— Adsorption des haces SURGES fyacterios oe oe fitection 


— Production des phages par les bactéries semi-résistantes infec- 
tées, 


760 


370 
713 
380 


334 


484 


132 


493 


425 
528 
206 

66 

20 
608 
310 
512 
389 
125 


266 


29 
44 


19+ 


TABLE ANALYTIQUE 


Bactériophage. Influence de la concentration de certains ions sur 
le comportement des bactéries semi-résistantes vis-i-vis du phage. 

Bactériophages des eaux 4 grandes et petites plages. é 

— Influence du régime carboné sur le développement des — fier 
un Pseudomonas pyocyanea 

— Voir Bacilles typhiques. 

B. anitratum. Identité biochimique entre certaines souches de — 
et Morazella lwofft. wR 

BCG. Voir Mitsuda (Réaction de). 

— Nouvelle méthode de production du —. 

Brucella, Caractéres d’identification. 

— Classification. Identification de 2 598 coucher : 

-—— Différenciation des variétés de —. Action du ie ealdithiocan: 
bamate de soude. : 
Catgut. Infections de — par Cl. ATEN A : : 

Cellules-microorganismes. Méthode d’étude et de mesure du contflt 
cellules - —. Sensibilité et spécificité. RO tees 

—~. — Preuve du role cellulaire dans l’étude au conilit — —. 
Indice d’activité cellulaire. a ee a ee 

— — Le conflit — — en fonction Ae fntecion et en rapport 


avée Iles: IMiTaNSRAiNOMS <Gles TMCS, 4 “5  « 56 S gule=s 
Cénapses lipoproléiques. Décomposition des — — par les savons. 
Chien. Nouvelle maladie mortelle du — : la septicémie a Inflabilis 

sanguicole. Re Cy hoe ee hie ae eee he eee eee 
Cl. bifermentans et Cl. sordellii. Recherches biochimiques et 

immunologiques sur les fractions polyosidiques de — et —. 


Cl. botulinum A. Voir Catgut. 

Clostridium butyricum. Voir Polysaccharide. 

Cl. saccharolyticum. Etude de deux souches de — — (Distaso) 
Bergey et al. 1923. Ps ae ae 

Cl. subterminale (Hall et Whitehead) ioe gey. Etude d’une souche. 

Cl. valerianicum. Variété hautement thermorésistante de — —. 

Congo Belge. Voir Rickettsioses. 

Cortisone. Voir Mammiferes. 

Coxsackie. Affinités neurotropes de la souche Coxsackie B et myo- 
tropes de la souche A type I du méme virus chez les souriceaux 
nouveau-nés sila iaeale ; 

— (Virus). Sensibilité a mérion aux virus —. 

— Voir Souriceauz. 

— Voir Ultravirus Coxsackie. 


Cuivre minéral. Non-fixation du — — par le virus vaccinal. 

Cytochromes. Métabolisme bactérien des — et des porphyrines. 
Cas des bactéries anaérobies strictes. ee ees 

Dermatophytes. Nutrition des —. Etude des besoins vitaminiques. 


— Action des acides aminés sur la croissance et la morphogénése. 
Désoxycorticostérone. Voir Mammiferes. 
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Eaux polluées. Application de la recherche des bactériophages a 
l'étude des — —. Survie des entérobactériacées dans les eaux. 

Entérobactéries. Voir Arbutine. 

Escherichia coli produit-i] de l’hydrogéne sulfuré? . sum, 

Graisses. Role du beurre, huile de colza et huile de vaseline asso- 
ciés A des bacilles tuberculeux vivants ou morls, inoculés au 
cobaye par les voies sous-cutanée et testiculaire.  . 

Grippe. Relations des variétés d’un certain streptocoque et de | Vin- 
fection /erippale, SaisoMMiecres wes. ee ee 

Hémagglutination. Voir Oreillons. 

Hémolysine. Production d’— et de toxine sur milieu 4 base de 
PLOLEOLY Sats. See eee et re ee 

Ilydrazide de JVacide iso-nicotinique. Activité anlituberculeuse 
chezilaysOurise? “25. st ee ee ee ee ee ee eee 

-— Sensibilité de divers germes et du bacille de Koch a ]’— — —. 

Immunilé. Voir Virus jennérien 

Jodochlorozy-quinoléine, Traitement de la tuberculose expérimen- 
tale du cobaye par ]1’— —. a ee ee 

Klebsiella pneumonie et Merouacter aerogenes. . . 

Lépre. Voir Mitsuda (Réaction de). 

Leucocyles. Voir Cellules-imicro-organismes. 

Levures. Association de — dans le processus de vinification. 

Lysats microbiens. Yoir Phagocytes. 


A 


Mammiiféres. Culture prolongée du tissu conjonctif et épithélial 
des — en présence de cortisone et de désoxycorticostérone. 

Meélitines Tiudessurm las. "1 ae) sence ea 

Mérion, Sensibilite du — aux virus coxsackie. . . 

Méthanol contenu dans le vin 

Méthionine. Voir Sol. 

Microbienne (croissance). Observations au microbiophotométre de 
Vaction de la para-oxy-propiophénone sué la croissance —. 
Mitsuda eae de) et intradermo-réaction au BCG tué dans la 
lépre. ee ee ee ee Ge 
Morazella Hoots Identité biochimique entre certaines souches de 
B. anitratum et — —. . 
Mycobactéries. Voir Bacilles fee. aregele. reaslonie 


Oreillons. Diagnostic sérologique des —. Réaction de fixation du 
complément. : 5 oO 2 

— Réaction d’inhibition de Dhemacpiminanocs : 

Para-ozy-propiophénone. Action de la — — — sur la croissance 
miucrobienne. 


Parasitémie au cours de l’infection expérimentale du Rat blanc 
par Plasmodium berghei. 2 es Ser cle fiat 
Phagocytes. Etude cytologique des — par la microphotographie 
en coniraste de phase. 


~] 
oe) 


245 


563 
495 
648 
669 
506 
517 


640 
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Phagocytes. Extréme sensibilité des — aux toxines microbiennes, 
aux toxines antibiotiques, aux lysats microbiens. Jake 
Phagocytose. Conflit cellules-microorganismes. La — provoquée. 


Phénoméne hémorragique de Sanarelli-Shwartzman. Conditions 
d’apparition et de non-apparition. 

Plantes. Voir Antivirus. 

Plasmodium berghei. Voir Parasitémie. 

Pneumopathies aigués. Réactions sérologiques et sanguines utili- 
sées pour le diagnostic des — — dites « primitives atypiques » 
observées en France. Agglutinine des hématies a froid et du 
streptocoque M. G. Réactions sates AEEIUES de la syphilis et 
hémogrammes. ee: : ox a aisee. 

Poliomyélite. Anticorps sériques Depskin 2 la pie aigué et a 
la phase chronique de la —. ; : 

Polysaccharide isolé de Clostridium Baty rieunes 

Précipitines. Voir Agglutinines. 

Prophage, Développement du — par les substances réductrices. 

Protéines. Des germes pathogénes peuvent-ils nitrifier des —? 

Protéolysat. Voir Hémolysine. 

Protéolyse bactérienne aérobie au sein d’un sol. ular 

Pseudomonas pyocyanea lysogéne. Effets de la carence glucidique 
sur l’induction d’un — — —. ‘ 

Rage en Afrique équatoriale tr acignise) 

— Paralysie faciale dite « a frigore » au cours dt iaitemsnt 
antirabique. eee ery ee Lolihs. a, Ae cece 

Rat blanc. Lésions distologiqnies provoquées chez le — —, par 
l’inoculation du bacille de Hansen et d’autres bacilles acido- 
résistants. 

— Voir Parasitémie. 

Réaction de Griess. Intérét de la — —, effectuée sur le bouillon 
de culture non nitraté, dans l’étude je divers germes patho- 
genes. 

Rickettsioses du Gonea Belge at re juandas Uisandi: 

Rubidium. Teneur des graines en —. Bebra 8 coy * orem woe 

Salmonella. Schémas lysotypiques anormaux. Leur intérét pour 
la création de nouveaux types bactériophagiques de S. typhi et 
de S. paratyphi B et le contréle de leur identité. : 

— stanley. Infection & — — chez l’homme et les cobayes. 

— typhi murium. Formation et eee de « corps glo- 
buleux » de — — —. 

Sang. Etude cytologique aes Ti ipcesies par ie miorophotozraphie 
en contraste de phase. Sug : : 

Saturation de Castellani. Réplique Eaniaus a nee de — —. 

Savons. Action des — sur la croissance du bacille de Koch. 

-~ Voir Cénapses lipoprotéiques. 
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Septicémie a Inflabilis sanguicole, nouvelle maladie mortelle du 
chien. EST EEE ae | SS 

Shigella sonnei. Obtention et fréquence des mutants de — — 
fermentant rapidement le lactose. . . Sway 104th 

—  — Souches lactose-négatives de — — pealees en France. 

Soffies de VHérault. Enzootie saisonnitre des — —. 

Sol. Bactérie du — utilisant le 2-3 butanediol. : 

Sol. Métabolisme des acides aminés soufrés, et epécinlanea da 
la méthionine dans le —. ne ue 

-— Protéolyse bactérienne aérobie au sein aru un —. : 

Souriceauz. Hernies abdominales chez les — inoculés avec le virus 
Coxsackie. : 

— Voir Ultravirus Gomis 

Souris. Voir Hydrazide. 

—- Voir Ultravirus coxsackie. 

Sporotrichum  schencki. Action de sae pega: pyrimi- 
diques sur la croissance de — —. TO, ; 

Sporovibrio. Instabilité des caractéres a’ une souc de —. 

Staphylocoques. Classification des — par la méthode des phages. 

Streptocoque. Relations des variéltés d’un certain — et de Vinfec- 
tion grippale saisonniére. : 

—M. G. Voir Pneumopathies aigués, 

Syphilis. Activités sérologiques de la lécithine d’ceuf et de Ia Iéci- 
thine 1-g¢, dimyristique associées au cardiolipide dans Ie séro- 
diagnostic de la —. : 

— Voir Pneumopathies aigués. 

Terre Adélie. Bactéries anaérobies de la — — (prélevées par la 
premiére expédition antarctique francaise). eae 

Tétanos. Purification de la toxine et de l’analoxine tétaniques. 

Toxine et anatozine tétaniques. Purification. 

Toxines antibiotiques. Voir Phagocytes. 

— microbiennes. Voir Phagocytes. 

Treponema pallidum. Sous l’influence des immobilisines de Nelson 
et Mayer, le — — perd-il sa virulence ? ee ba 

Tuberculose. Activité antituberculeuse de la y-pyridine-aldéhyde- 
thiosemicarbazone (G. 527), isomére du G. 469. 

— Cultures jeunes et éléments filtrables de bacilles dabeeilieuk: 

Tuberculose. Infection tuberculeuse abortive du cobaye par ino- 
culation de bacilles tuberculeux jeunes. Pee Oh real» 

— Réactions d’hémagglutination et d’ hemoivee conditionnée 
dans la —. : CAM ee at i acca a, «Ge 

— Traitement de la — expérimentale du cobaye par « Viodo- 
chloroxy-quinoléine ». 

— Voir Hydrazide. 


Ultravirus Coxsackie. Mécanisme de la réceplivilé des souriceaux 


TABLE ANALYTIQUE 


nouveau-nés et de la résistance des souris adultes A ]’égard 
de 1’ — — type neurotrope B. 

Uréase des bactéries anaérobies. ey tee ee 

Variole aviaire. Hémagglutination et virus ‘ag la — —. 

Vers @ soie. Bacille pathogéne pour les — — au Japon (Bacillus 
sotto) et ses affinités avec d’autres bacilles entomophytes. 

Vin. Voir Méthanol. 

Vinification. Voir Levures. 

Virus. Hémagglutination et — de la variole aviaire. rhs 

— coxsackie. Hernies abdominales chez les souriceaux inoculés 


avec le — — . feel 
— — Symbiose pitts ie ——, es sneéplialitovene, et te virus 
de la rage des rues (souche Tanger). . .. . 


—— idem et le virus rabique fixe. 

— — Sensibilité du mérion aux — —. . Be cc, Ae tay oe Oe 

— jennérien. Lésions vaccinales et A anconinles provoquées par 
le — — formolé. Leurs rapports avec l’immunité. : 

— de Newcastle. Pouvoir hémagglutinant et pouvoir infectant 
du — —, avant et aprés la mort de l’embryon infecté. 

— vaccinal. Non-fixation du cuivre minéral par le — —. 

Vitamines. Voir Dermatophytes. 
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DU TOME 82 


Notice nécrologique. 


“- Charles Trucue (1871-1951). 


ALADAME (N.). — Voir Hurr (M.). 
— Voir Mryrr (J): 
—- Voir Pisu (1.). 

Anrcuinsky (A.). — Quelques conditions d’apparilion et de non- 


a 


apparition du phénoméne hémorragique de  Sanarelli- 
Shwartzman. Ms; 
Anrptssov (A.). — Voir Brisou (J.). 


\ranasic (P.) et Garneau (G.). — Pouvoir hémaggtutinant el pou- 


yoir infectant du virus de Newcastle, avant ct apres la 
mort de Vembryon infecté. ls, igo Tooke 

Auperr (J.-P.). — Etude biochimique du rendement matériel de 
croissance d’une bactérie aérobie Bacillus megalherium., 
— II. Etude de la croissance sur glucose. rome se 

Barsac (H. de). — Contribution A Vétude du métabolisme des 
acides. aminés soufrés, el spécialement de la méthionine 
dans le sol. ee re eee eae re ie) ee eS 

Rarskr (G.) et pe Brion (G.). — Culture prolongée du tissu con- 
jonctif et épithélial des mammiféres en présence de corti- 
sone el de désoxycorlicostérone. 

Bazin (O. et J.). — Voir Mazurex (C.). 

Berrens (H.). — Utilisation de Vaction bactériostatique du violet 
de gentiane pour la différenciation des bactéries anaéro- 
bies 4 Gram-négatif. 


RertRixnpd (G.) et Berrrand (D.). — Recherches sur la tencur des 
graines en rubidium. ee eee erie 5 he he 6 
RBerRTRAND (G.) et Smpersrein (L.). — Recherches sur le méthanol 
contenu dans le vin. ee See ak, ee 
Bezsak (V.). — Sur deux espéces anaérobies nouvelles : Leplotri- 
chia haemolytica n. sp., Terminosporus indologenes n. sp. 
BsORKLUND (B.). — Voir Tarnimux (P.). 


BuuM-EMerioun (L.). — Voir Wann (R.). 


629 


412 


608 


6233 


563 


235 


661 


669 


98 
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Biusson (M¥ J.). — Voir Lépine (P.). 
Borsvert (H.). — Voir Lucenrriyi (L.). 
Boyer (F.). — Voir Vitiemin (P.). 
Bretey (J.). — Voir Nicre (L.). 
Brion (G. de). — Voir Barskr (G.). 
Brisou (J.) et Arpisson (A.). — Flore intestinale des sujets traités 
par les antibiotiques. : ‘ 
— et Morann (P.). — Escherichia ell toduits il He Hbydres 
gene sulfuré > Oe os peal Ss res eres 
— et MoricHav-Breatcuanr (R.). — Identité biochimique entre 
certaines souches de B. anitratum et Morazella lwoffi. 
BrRuGIERE (J.-M.). — Voir Satssac (R.). 
Buissizre (J.). — Voir Sonter (R.). 
CALLAME (B.-Ch.). — Recherches sur la survie des bactéries ana¢ro- 


bies en eau de mer. 
Cats (M™¢ §.). Voir Rist (N.). 
Carr&RE (L.). — Etude sur la mélitine. ei Veils 
— La formation et le développement de « corps globuleux » 
de Salmonella typhi murium. «. . . . . 
— Voir Renoux (G.). 
— et Roux (J.). — Sur une enzootie saisonniere des soffies de 
VHérault. eee tees 1.) 0 OL 1 Rr ge BP Fe 
Creccatpr (J.). — Nouvelle contribution 4 Vétude de la rage en 
Afrique équatoriale francaise. 
CHALLUT (F.). — Voir Sourer (R.). 
CHALVIGNAC (M¥e M.-A.). — Voir Pocnon (J.). 
Cuaumonr (L.). — Voir Lépine (P.). 
DeLtapornte (Me B.) et Srnovircu (L.). — Recherches cytolo- 
giques sur un Bacillus megatherium lysogéne au cours 
du ere pec) du bactériophage. . . 
Desassis (A.). — Voir Le Sacer me 
Lesporves (J.) ect Fournier (E.). ’ Ja teneur en « complexe 
lipidique périphérique » des bacilles acido-alcoolo-résis- 
tants. Notion de cycle vital lipidique de ces germes. 
= SVOire PARA (J).): 
Devienar (R.). — De Vintérét de la réaction de Griess, effectuée 
sur le bouillon de culture non nitraté, dans 1|’étude de 


divers germes pathogénes. ti: 

— (avec la collaboration technique ne a Grenson): — Des 

germes pathogénes peuvent-ils nitrifier des protéines ? 

Diceon (M.) et Raynaup (M.). — Recherches sur la flore intes- 

tinale anaérobie du nourrisson normal. meen ts 

— — et Turriv (A.) [avec la collaboration technique de 

J. Riza]. — Etude de la toxine R, du bacille typhique 
(Eberthella typhosa). ‘ 
Diverneau (G.) — Voir Nicoixe (Pierre). 


793 


603 


643 


640 


B07 


495 


768 
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646 


90 


713 


206 
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Drouner (E.). — Recherches sur la nutrition des dermatophyles. 
II. Action des acides aminés sur Ja croissance et la mor- 
phogéntses . “..ca” «° +) 40 92 Bee? aie: 

— et Marniar (F.). — Action de quelques composés pyrimi- 
diques sur la croissance de Sporotrichum schencki. 

— — Recherches sur la nutrition des dermatophytes. I, Etude 
des. besois vitaminiques.. = (- | -eeilecieee) ann ae 

Ducnon (L.). — Le conflit’ cellules-microorganismes. La phago- 
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— Méthode d’étude et de mesure du _ conflit cellules-micro- 
organismes. Sensibilité et spécificité. . . 

— Une preuve du role cellulaire dans i’étude du conflit celtules 
microorganismes. Indice d’activité cellulaire. . . = 

— Le conflit cellules-microorganismes en fonction de Vinfec- 
tion el en rapport avec les numérations des leucocytes. 

— L’extréme sensibilité des phagocytes aux toxines micro- 
biennes, aux toxines antibiotiques, aux lysats microbiens. 

— Relations des variétés d’un certain streptocoque et de 
Vinfection grippale saisonniére. ee ae 

Lbumonr (P.). — Utilisation des milieux a Varbutine pour la déter- 
mination biochimique des entérobactéries. . 

Epitincer (.). — Voir Facury (M.). 

— et Nicotie (Pierre). — Diminution de l’agglutinabilité Vi. 

Esser-TRIMBERGER (I.). — Voir Sonrmr (R.). 

Fapiant (G.), Gretuer (P.), Varcures (R.), Funcurmon (G.) et 
Verain (M™° A.). — La parasitémie au cours de l’infec- 
tion expérimentale du Rat blanc par Plasmodium 
berghei, Etude quantitative et qualitative. . a la 

Tacuer (M.) et Eprincer (E.). — Observation au inleronmonian toe 
métre de Vaction de la para-oxy-propiophénone sur la 
croissance microbienne. aa ba ok 

FasQuELLE (R.). — Les aspects des lésions vaccinales et revac- 
cinales provoqu¢ées par le yirus jennérien formolé. Leurs 
rapports avec l’immunité. snot, 2a 

Faure (M.) avec la collaboration de Mineces AL (.) — Comparaison 
des activités sérologiques de la ieeishiies d’ceuf et de la 
lécithine 1-g-dimyristique synthétique associées au car- 
diolipide dans le sérodiagnostic de la syphilis. 


Fiscner (G.). — Présence de substances antivirotiques dans difté- 
rentes parties de plantes. Ts a) 5 ae 
Fioca (H.), — Réaction de Mitsuda et FatesWarige: réaction au BCG 


tué dans la lépre. Conclusions théoriques et pratiques. . 
Fouacr (J.). — Voir Waut (R.). 
Fournter (E.). — Voir Dessorves (J.). 
— Voir Parar (J.) 
FRrépERIc (J.). — Voir Roptweaux (R.). 


348 


761 


738 


LS 
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FuLcarRON (G.). — Voir Faprani (G.). 
Garrau (G.). — Voir Aranasru (P.). 
GastineL (P.) et Névor (A.). — Contribution d l’étude du réle du 


beurre, de l’huile de colza et de l’huile de vaseline asso- 
ciés a des bacilles tuberculeux vivants ou morts, inoculés 


au cobaye par les voies sous-cutanée et testiculaire. 

Gavanp (R.) et Mmsaup (G.). — Sur un polysaccharide isolé de 
Clostridium butyricum. 

Girarp (H.). — Voir Lemoriene (M.). 

— Voir Lrvaprr (C.). 

Greer (N.). — Le déterminisme de la sporulation de Bacillus 
megatherium. — Il. L’effet de la pénurie des constituants 
minéraux du milieu synthétique. 3 

— Ill. — Lreffet d’une aération. limitante sur les eaiore: 
agitées de deux variants d’une méme souche. . 

GRELLET (P.). — Voir’ Fapranr (G.). 

GrumBacH (M™ F.). — Voir Risr (N.). 

Guertin (A.) avec la collaboration de Gozpawa-Lr Bris (J.). — Appli- 
cation de la recherche des bactériophages 4 l’étude des 
eaux polluées. — I. La survie des entérobactériacées dans 
les eaux. — II. Bactériophages des eaux a grandes et 


petites plages. 
Hameuin (A.). — Voir Levaprrt (C.). 
Henry-Eveno (J.). — Voir Levanirt (C.). 
Huerr (M.). — Etude de deux souches de Cl. saccharolylicum (Dis- 
taso), Bergey et al. 1923. 
— Voir Tarpieux (P.). 


— et Avapame (N.). — Recherches sur l’uréase des bactéries 
anaérobies. : igre CS: 
Hume. (K.). — (ipesienient ae saansenntacs) “thes peer Ipitines 


et des anticorps incomplets au cours de l’immunisation 
de lapins par le sérum humain. : 

Jacos (F.). — Effets de la carence glucidique sur \ oe a un 
Pseudomonas pyocyanea lysogéne. : 

— Influence du régime carboné sur le Sivelappeneat fac: 

bactériophages chez un Pseudomonas pyocyanea. 

JAcopetii (Me G.). — Voir Lemotceng (M.). 

Japin (J.). — Les rickettsioses du aoe Belge et du Ruanda- 
Urundi. 

JumLLARD (J.). — Voir conan @,). 

Karsentr (G.). — Voir Mazurex (C.). 

Lasupm (P. pE). — Etude de quelques souches de bacilles méso- 
philes sporulés. : 

Lavau (E.). — Voir Vieucwance (J.). 

Le Bor (Me Y.). — Voir Sanpor (G.). 

Le Minor (L. et S.). — Voir Nicotze (Pierre). 


471 


66 


310 


113 


380 
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Le Mrvor (L. et S.) et Srys (R.). — Infection A Salmonella stanley 
chez homme et les cobayes. vary. 25 ARIA: 
Lemorcne (M.), Grrarp (H.) et Jacopsni1 (Me G). — Bactérie du 

sol utilisant facilement le 2-3 butanediol. 

Lépine (P.). — Voir Pavinanis (V.). 

— , Cmaumont (L.) et Buusson (M"* J.). — Sensibilité du mérion 
aux virus Coxsackie. » Ue AAS Pe 
— , Saurrer (V.) et Remi (L.). — Hernies abdominales chez 
les souriceaux inoculés avec le virus coxcackie. } 
—  , Wretcosz (G.) et Remmé (L.) — Sur la non-fixation du 
cuivre minéral par le virus vaccinal: . . . . . . .- 
Le Sacer (M.), Desassis (A.) et Macnesorur (M.). — Recherches sur 
la décomposition des cénapses lipoprotéiques par les savons. 
Levaprr (C.), Grrarp (A.), Vatsman (A.) et Ray (A). — Activité 


antituberculeuse de la y-pyridine-aldéhyde-thiosemicatha- 

zone (G. 527), isomere du G. 469. oem 
Levanirr (C.) et Henry-Eveno (J.). — Affinités taurotkopas de la 
souche Coxsackie B et myotropes de la souche A type I 

du méme virus chez les souriceaux nouveau-nés. : 

— , Vaisman (A.) et Hamerin (A.). — Sous influence des immo- 
bilisines de Nelson et Mayer, le Treponema pallidum 
pérd-ils sa virulence: fu0i5 5 Si «i 3 eee 

— ect Henry-Eveno (J.). — Symbiose entre le virus Coxsackie, 
souche encéphalitogéne,. et le virus de la rage des rues 
(souche Tanger). 0 ak , baie: - eel ee 

—  — — Symbiose entre le virus Meee souche encéphali- 
tOgsene wets lemvirus) rabiquestixec = tassel nee rrr 

— —  — Mécanisme de la réceptivité des souriceaux nou- 
veau-nés et de la résistance des souris adultes a l’égard 

de Vultra-virus Coxsackie type neurotrope B. ; 
Lucentint (L.) et BotsveErr (H.). — Contribution a l’étude des 
réactions d’hémagglutination et d’hémolyse — condi- 
tionnée dans la tuberculose. 


Lozzavr (D.). — Action des agents tensioac tits sur le Waoule ae 
Koch. Action des savons sur sa croissance. ari: 
Lworr (A.) et Simmnovirce (L.). — L’induction du développement 
du prophage par les substances réductrices. 
MacuEsosur (M.). — Voir Lr Sacer (M.). 
Maneras (J.). — Voir Meyer (J.). 
— , Sartory (R.), Meyer (J.) et VescHampre (E.). — Etude de 


la production d’hémolysine et de toxine sur milieu di base 
de protéolysat. 


MARECHAL (J.). — Voir Faure (M.). 
Mariat (F.). — Voir Drovuner (E.). 
Marre-Suzanneé (Soeur), Noin (R.) et Sommer (R.). — Comparaison 


des lésions histologiques provoquées chez Je Rat blanc, 


635 


499 


02 


or 
Or 


744 


676 


632 
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par Vinoculation du bacille de Hansen et de divers 
autres bacilles acido-résistants. 


Mazorex (C.), Bazin (O. et J.) et Kansentr (G. — Une Romie 
maladie mortelle du chien : la septicémie a Inflabilis 
sanguicole. 

Mercier (P.). — Voir ee I. Ne 

Meyer (J.). — Voir Maneras (J.). 

— , Materas (J.) et AnapameE (N.). — Etude d’une variété hau- 
tement thermorésistante de Cl. valerianicum. 

Minwacup (G.). — Voir Gavarp (R.). 

Moranp (P.). — Voir Brisou (J.). 

Moret (M.). — Voir Somer (R.). 

Moricaau-Braucuant (R.). — Voir Brisou (J.). 

Moureau (M.). — Voir Prevor (A.-R.). 

N&ere (L.) ct Brerey (J.). — Cultures jeunes de bacilles tuber- 
culeux et Alsnents filtrables de ces germes. ‘ 

Nore (L.) et Brerey (J.). — Infection tuberculeuse abortive an 


cobaye délerminée par Jl inoculation d’une ou quelques 
unités de bacilles tuberculeux jeunes ou de_ produits 
pathologiques humains prélevés chez des sujets suspects 
de tuberculose ou atteints de cette maladie. 

NEvor (A.). — Voir GastTiIneL (P.). 

NrcoLLE (Pierre). — Voir Epiincer (Ewald). 

— , Le Minor (Léon et Simone) et Diverneau (Giséle). — 
Schémas lysotypiques anormaux. Leur intérét pour la 
création éventuelle de nouveaux types bactériophagiques 
de S. typhi et de S. paratyphi B et le contrdle de Videntité 
de ces Salmonella. : 

Nisman (B.). — Voir ScHarrrer (P.). 


— Voir Tarpreux (P.). 
Noén (R.). — Voir Manriz-Suzanne (Sceur). 
Orta (B.). — Voir Pitter (J.). 
Orte (E.). — Voir Ruziczxa (O.). 
Panar (J.), Desporves (J.) et Fournier (E.). — Contribution a 
Vétude de la physiologie des bacilles acido-alcoolo-résis- 
tants. — IV. Adsorption et réduction des colorants 


vitaux par les mycobactéries. Sh ass Lee Vee eo 
— — — Acquisition de nouvelles propriétés d’autoagglu- 
lination des bacilles de Koch, débarrassés de leur pro- 
priété d’acido-alcoolo-résistance sous l’action de forces 
lensioaclives : le probléme de la couche « cireuse » du 
bacille. es Nee Sey oy SON OL) rere eae 
Pavinants (V.) et Liépine (P.). — Recherche des anticorps sériques 
du type Lansing Aa Ja phase aigué et a la phase chro- 
nique de la poliomyélite. 
Piry (R.). — Voir Turpin (A.). 
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PitcHaup (M™ D.). — Voir Rusinsten (M™* S.). 
Pitter (J.), Mercier (P.) et Orta (B.). — Recherches sur les agglu- 
tinines hétérologues des sérums antistaphylococciques. — 
I. Utilisation d’une méthode d’absorption quantitative. 
— et Orta (B.). — Recherches sur les agglutinines hétéro- 
logues des sérums antistaphylococciques. — II. Etude 
de l’agglutination par les sérums bruts. he Re 
Pisu (I.) et Avapame (N.). — Etude d’une souche de Cl. subter- 
minale (Hall et Whitehead) Bergey. ‘ 
Pocuon (J.) et Caanvienac (Mle A.-A.). — Sur V'instabilité a 
caractéres d’unfe souche de Sporovibrio. fae 
— — Recherches sur la eter bactérienne nares au 
sein d’un sol. 
Priévor (A.-R.) et MourrEau (M.). — Revhsrchies sur nies pagtarivs 
anaérobies de la Terre Adélie (prélevées par la premiére 
Expédition antarctique francaise). 


— et Tuouvenor (H.). — Nouvelles racher Dae sur ig ‘ptebpiok 
mene d’entrainement des anaérobies 4 la thermorésis- 
tance. . 
Quatreraces (H.). — Voir — (G.). 


Ray (A.). — Voir Levaprri (C.). 
Raynaup (M.). — Voir Dicron (M.). 
— Voir Satssac (R.). 
— Voir Turpin (A.). 
Remé (L.). — Voir Lérine (P.). 


ReMLINGER (P.). — Paralysie faciale dite « a frigore » au cours du 
traitement antirabique. , Oe 
Renoux (G.). — La classification des Brave nas a pro- 


pos de lJidentification de 2598 souches. 
— Une nouvelle méthode de différenciation des vanitén’ ie 
Brucella. Action du _ diéthyldithiocarbamate de soude 


(DEDTC). d 
— et CARRERE (L.) avec he colleen ation eacendecnae ihe Quien 
races (H.). — De la valeur des caractéres d’identification 
des Brucella. sa RE A Lar ES orien ae © 
— et Terpsman (A.). — Aerobacter aerogenes et Klebsiella 
pneumoniae. 
RiepeL (MU J.). — Voir hier (). 
Rist (N.), Grumpaca (F.), Cats (S.) et Rese (J.). — L’hydra- 


zide de l’acide iso-nicotinique (INH). Activité antituber- 
culeuse chez la Souris. Création de souches résistantes 


in vitro. . 5 
R1za (J.). — Voir DicEon (M.). 
Roprneaux (R.) et Friéptric (J.). — Contribution a ]’étude cyto- 


logique des phagocytes par la microphotographie en 
contraste de phase. Présentation d’un film. 
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RosenTHAL (Sol Roy). — Nouvelle méthode de production du BCG. 
Roux (J.). — Voir Carrére (L.). 
RouyEer (M.). — Voir Turpin (A.). 


Rupinsten (M™° §.). — Voir Tumautr (P.). 
— et Préicoaup (M™ D.). — Souches lactose-négatives de 
Sh. sonnei isolées en France. 
— et Tumautt (P.). — Obtention de rials be Shigella 
sonnei fermentant rapidement le lactose. 
RuziczKa (O.) et Orta (E.). — Altérations eee holsaiqune a 


bacille tuberculeux consécutives a l’action de divers médi- 
caments. Etude au microscope électronique. 

Saissac (R.), BrucikreE (J.-M.) et Raynaup (M.). — Activité pect 
nolytique de quelques bactéries anaérobies. 

Sanpor (G.) avec la collaboration de Le Bor (Ml Y.). — is 
réplique chimique a l’épreuve de saturation de Castellani. 


Sartory (R.). — Voir Mareras (J.). 
SAUTTER (V.). — Voir L&pine (P.). 
SCHAEFFER (P,) et Nisman (B.). — Recherches sur le métabolisme 


bactérien des cytochromes et des porphyrines. Cas des 
bactéries anaérobies strictes. 
Srys (R.). — Voir Ls Minor (L.). 
SILBERSTEIN (L.). — Voir Berrranp (G.). 
Siminovircu (L.). — Voir Denaporre (B.). 
— Voir Lworr (A.). 
fonrmer (R.). — Voir Marte-Suzanne (Sceur). 

— et Esser-TRIMBERGER (I.) avec la collaboration de Jumiarp 
et Cuattur (F.). — Recherches sur le diagnostic sérolo- 
gique des oreillons. — II. Réaction d’inhibition de 
Vhémagglutination. Shas aed, Sa pees 

—  , Morer (M.), Butsstire (J. ), Esser-TRIMBERGER (L.) et 
Jumiarp (J.). — Etude des réactions sérologiques et san- 
guines utilisées pour le diagnostic des pneumopathies 
aigués dites « primitives atypiques » (P. A. P.) observées 
en France. — (Agglutinine des hématies a froid et du 
streptocoque M. G. Réactions sérologiques de la syphilis 
et hémogrammes). , a 

— et TRIMBERGER-EssErR (I.) avec m eailahoration de ee 
(J.). — Recherches sur le diagnostic des oreillons. — 
I. Réaction de fixation du complément. 

Tarvieux (P.), Hurer (M.) et Bsérxitunp (B.). — Etude ’infec- 
tions de catgut par Cl. botulinum A. , 

— et Nisman (B.). — Recherches biochimiques et cnet Gadlo. 
giques sur les fractions ae de Cl. bifermentans 
et de Cl. sordellii. 

TERpsMAN (A.). — Voir Renoux (G.). 
TupauLt (P.). — Voir Rusinsten (M™° S.). 
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Tawautr (P.) et Rusisten (M™° S.). — Fréquence des mutants de 
Shigella sonnei fermentant rapidement le lactose. 106 

Tuouvenor (H.). — Voir Prévor (A.-R.). 

Tison (F.). — Traitement de la tuberculose expérimentale du 
cobaye par « liodochloroxy-quinoléine ». 241 

— Les facteurs néfastes & la culture du_bacille re Koki a 
partir de produits pathologiques. 1 «tas e484 
— Sensibilité de divers germes et du bacille de Koch’ Vhydra- 
zide de lacide  iso-nicotinique. hands OO 

Toumanorr (C.). — A propos d’un bacille pathareiey pour ies vers 
A soie au Japon Bacillus sotto (Ishiwata) et ses affinités 
avec d’autres bacilles entomophytes. 512 

TRimBerGER-Esser (I.). — Voir Sourer (R.). 

Turpin (A.), Raynaup (M.). et Rovyer (M.) avec la collaboration 
technique de Péry (R.). — Purification de la toxine et de 
Vanatoxine tétaniques. 299 

— Voir Dricron (M.). 

Vaisman (A.). — Mécanisme de la superinfection dans, la syphilis 
expérimentale du lapin. Relations immunologiques entre 
les souches de Treponema pallidum. 638 

— Voir Levapiri (C.). 

Varcugs (R.). — Voir Fasrani (G.). 

Virain (M™ A.). -— Voir Fasrani (G.). 

Vérona (O.). — Utilité d’une association de levures dans le pro- 
cessus de vinification. : 245 

VESCHAMBRE {Ik.). — Voir Materas (J.). 

VIEUCHANGE (J.) et Lavan (E.). — Hémagglutination et virus de la 
variole aviaire. ene) TG, BER ree ee ee 

VitteMin (P.) et Boyer (F.). — Etude comparée de Jl activité 
in vitro et in vivo de plusieurs antibiotiques. — II. Essais 
thérapeutiques et concentrations sanguines. : 318 

Want (R.) et BLuM-EMERIQUE (L.). — Les bactéries semi- iaaishenttes 
au bactériophage. — I. Techniques : souches et oe 
utilisés. Lyse sur milieu gélosé. : 29 

— — II. Etude quantitative de l’adsorption ae pases sur 
les bactéries semi-résistantes et de linfection de ces 
bactéries. 44 
— — Il. Etude waanidiatine de ie er des phages par 
les bactéries semi-résistantes infectées. 2, ~ 194 
—  — IV. Influence de la concentration de certains ions sur le 
comportement des bactéries semi-résistantes vis-a-vis du 
phage. Signification de ces bactéries. 266 
— et Fouace (J.). — Sur les principes de clagsiicatian fies 
staphylocoques pathogénes par la méthode des phages. 542 
Wiecosz (G.). — Voir Liépine (P.). 
Winocrapsky (S.). — Sur la classification des bactéries. 125 
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